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(57) Abstract 

The molecules of recombinant DNA code for a polypeptide which has at least one epitope of the profiline allergen of plants selected 
from the group comprised of Cynodon doctylon, Phleum protense, Porietaria judaica, Helianthus annum, Olea europaea and Mercuriales 
annua. The polypeptide is obtained by cultivating a host organism containing the corresponding microbial expression vehicle. Application 
to the treatment and diagnosis of certain allergies. 

(57) Resumen 

Las moleculas de ADN recombinante codifican para un polipeptido que tiene al menos un epftopo del alfirgeno profilina de 
plantas seleccionadas del grupo formado por Cynodon dactilon, Phleum pratense, Porietaria judaica, Helianthus annuus, Olea europaea 
y Mercuriales annua. El polipeptido se obtiene cultivando un organismo hospedador conteniendo el venfeulo de expresidn microbiano 
conespondiente. Aphcacion en d tratamiento y diagnosrico de detenninadas alergias. 
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ADN RECOMBINANTS QUE CODIFICA PAHA KPITOPOS DEL ALERGENO 
PROFILINA UTIL PARA EL DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE ALER- 
GIAS 

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION 

5 La presente invenci6n se encuadra en el campo 

del dlagndstico y tratamiento de alergias, particularmente 
alergias polinicas. Concretamente, trata del panalergeno 
prof ilina, presente en un gran numero de polenes de plan- 
tas, y causante de numerosas reacciones cruzadas entre 

10 polenes y con respecto a alimentos de origen vegetal. En la 
presente invencion se obtienen moleculas de ADN recom- 
binante que codifican para un polipeptido que tiene al 
raenos un epitopo del alirgeno prof ilina, de una serie de 
plantas pertenecientes a los grupos de hierbas, malezas y 

15 arboles no fagales. En particular a las plantas Cynodon 
dactylon, Phleum pratense, Parietarla judaica, Helianthus 
annuus, Olea europaea, y Mercurial is annua. Todas ellas 
son plantas con ainplia distribucion en la Peninsula Iberica 
y los polenes producidos por ellas se encuentran entre los 

20 agentes etioldgicos de enf ermedades al6rgicas mas iitport an- 
tes en dicho Smbito geogr&fico. Se describen tambi§n 
metodos de produccion de estos polipeptidos recombinantes 
en sistemas de expresion heterologos. Tambien se describen 
eficientes metodos para la purificaci6n de la prof ilina , 

25 tanto si es producida como protexna soluble o como inso- 
luble. 

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR A LA INVENCION 

Las alergias de tipo I son un problema 
sanitario importante en los paises industrializados. Este 
30 tipo de alergias estan causadas por la formacidn de 
anticuerpos IgE contra antigenos transportados por el aire. 
Estos anticuerpos IgE interaccionan con los mastocitos y 
basofilos, liberando tnediadores biol6gicos como histamina, 
produciendo rinitis alergica, conjuntivitis y asma bron- 
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quial en un 20% de la poblaci6n [(1) Miyamoto, T. (1991). 
Advances in Allergology and Clinical Immunology. P. Godard, 
J. Bousquet, and F. Michel, eds. (New Jersey, USA: The 
Parthenon Publishing Group-Carnf orth) , pp. 343-347]. Uno de 
5 los mgtodos actuales para remediar las manifestaciones 
alergicas es la inmunoterapia. Este metodo consiste Msi- 
camente en modular la respuesta inraune en el paciente 
mediante la administracidn regular y en concentraciones 
crecientes de las proteinas que producen la alergia (ex- 

10 tractos alerg&iicos) . 

Los mfitodos de diagnostico de las 
enfermedades alergicas, tales como RIA (immuno- radiometric 
asssay) , RAST (radio-allergosorbent test) , ELISA (enzyme- 
linked immunosorbent assay) , inmunotransferencia, ensayos 

15 de liberacion de histamina, entre otros, dependen de la 
disponibilidad de alergenos puros. Los extractos 
alerggnicos ai si ados de fuentes naturales son complejas 
mezclas de proteinas y otras moleculas. Su composicion, y 
por lo tanto alergenicidad, depende del material usado, el 

20 cual varia segun las condiciones ambientales, en el caso de 
los p61enes, la fase de maduracidn, en el caso de los 
hongos, las condiciones de crecimiento de los Scaros, etc. 
Incluso, algunos extractos pueden contener una 
concentracion insuficiente de alergenos mayores, pueden 

25 estar contaminados con componentes no deseados, f rente a 
los cuales el paciente no es alergico, o ambos. Adem&s, 
alergenos import antes pueden perderse durante la extracci6n 
debido a proteasas, y los procesos bioquimicos de 
purificacion de alergenos son laboriosos y costosos. Por 

30 estas razones, se ha prestado gran atencion a la tecnologxa 
del ADN recombinante como una alternativa viable para la 
produccion de alergenos recombinantes , facilitando asx su 
caracterizacion a nivel molecular, y su uso en diagn6stico 
y terapia [(2) Scheiner, 0. and Kraft, D. (1995). Basic and 
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practical aspects or recombinant allergens. Allergy 50, 
384-391] . Los alergenos recombinantes pueden ser producidos 
a gran escala en tanques de f ermentacion, utilizando 
sistemas de expresion microbianos . Su purificaci6n es mcts 
5 eficiente y barata, ya que se parte de una mayor proporcion 
de la proteina de interns. Adetn&s, mediante estas tecnicas 
se pueden obtener f&cilmente fragmentos especificos de 
estas protexnas. La aplicacion de las tecnicas del ADN 
recombinante ha llevado al aislamiento de un gran numero de 

10 proteinas con caracteristicas alerggnicas [(3) Stewart, G. 
(1995). The molecular biology of allergens. In Asthma and 
Rhinitis. W. Busse and S. Holgate, eds. (Boston: Backwell 
Scientifics Publications) , pp. 898-932] . 

Las profilinas constituyen una ubicua familia 

15 de proteinas implicadas en la union a actina, y que se en- 
cuentran en el citoesqueleto de organismos eucari6tas [(4) 
Haarer, B. and Brown, S. (1990). Structure and function of 
profilin. Cell Motility and the Cytoskeleton 17, 71-74; y 
(5) Theriot, J.A. and Mitchison, T.J. (1993) . The three 

20 faces of profilin. Cell 75, 835-838] . Otras funciones 
adicionales de la prof ilina han sido resenadas con anterio- 
ridad en la literatura [(6) Machesky, L. and Pollard, T. 
(1993) . Profilin as a potencial mediator of membrane - 
cytoskeleton comraunication . TIBS 3, 381-385; y (7) Aderen, 

25 A. (1992) . Signal transduction and the actin cytoskeleton. 
TIBS 17, 438-443] . Las profilinas son prominentes alergenos 
que pueden ser aislados de p61enes de Srboles, hierbas y 
malezas, asi como de algunos alimentos [(8) Valenta, R. , 
Duchene, M. , Ebner, C. , Valent, P., Sillaber, C, Deviller, 

30 P., Perreira, F. , Tejkl, M. , Bdelmann, H., Kraft, D., and 
Scheiner, O. (1992) . Profilins constitute a novel family of 
functional plant pan-allergens. J. Exp. Med. 175, 377-385; 
(9) Bbner, C. , Hirschwehr, R. , Bauer, L. # Breiteneder, H., 
Valenta, R., Ebner, H. , Kraft, D., and Scheiner, O. (1995). 
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Allergens, IgE, mediators, inflammatory mechanisms. J. 
Allergy Clin. Itmrunol. 95, 962-969; (10) Valenta, R. , 
Duchene, M., Pettenburger, K. , Sillaber, C. , Valent, P., 
Bettelheim, P. # Breitenbach, M., Rumpold, H., Kraft, D. , 
5 and Scheiner, O. (1991) . Identification of profilin as a 
novel pollen allergen; IgB autoreactivity in sensitized 
individuals . Science 253, 557-560; (11) van Ree, R. , 
Fernandez -Rivas , M., Cuevas, M. # van Wijingaarden, M. , and 
Aalberse, R. (1995) . Pollen-related allergy to peach and 

10 apple: An important role for profilin. J. Allergy Clin. 
Immunol. 95, 726-734; y (12) Vieths, S., Jankiewicz, A., 
Wutrich, B., and Baltes, W. (1995). Immunoblot study of IgE 
binding allergens in celery roots. Ann. Allergy Asthma 
Immunol. 75, 48-55] . Se ha encontrado que pacientes 

15 al£rgicos a profilina constituyen el 20% de individuos 
al6rgicos a polen [ (8) ] . Estudios posteriores detectaron 
react ividad de la profilina de polen de girasol en el 28% 
de los sueros de pacientes alergicos a esta planta compues- 
ta [(13) Jimenez, A., Moreno, C, Martinez, J., Martinez , 

20 A., Bartolome, B., Guerra, F., and Palacios, R. (1994). 
Sensitization to sunflower pollen: only an occupational 
allergy? Int. Arch. Allergy Immunol. 105, 297-307]. La 
di sponibi 1 idad de este panalergeno como una proteina 
recombinante permitirxa la caracterizaci6n a nivel molecu- 

25 lar las regiones implicadas en las reacciones antig§nicas, 
y su uso en diagnostico y tratamiento de pacientes alergi- 
cos. 

El banco de datos SWISS -Prot contiene un gran 
numero de secuencias que codifican para profilinas, de las 
30 cuales solo 10 pertenecen a 6 especies de plantas relacio- 
nadas con procesos alergicos. Estas profilinas clonadas 
proceden de Betula verrucosa (abedul) , llamada Bet v 2 
[(10)]; Triticum aestivum (trigo) , clonadas tres isoformas 
t(14) Rihs, H., Rozynek, P., May-Taube, K. , Welticke, B., 
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and Baur, X. (1994) . Polymerase chain reaction based cDNA 
cloning of wheat profilin: a potential plant allergen. Int. 
Arch. Allergy Immunol. 105, 190-194]; Phlevm pratense [(15) 
Valenta, R. , Ball, T., Vrtala, S., Duchene, M. f Kraft, D. , 
5 and Scheiner, O. (1994) . cDNA cloning and expression of 
timothy grass (Phlevm pratense) pollen profilin in 
Escherichia colii comparison with birch pollen profilin. 
Biochem. Biophys. Res. Comraun. 199, 106-118]; Zea mays 
(raaiz) , clonadas tres isoformas [(16) Staiger, C. , 

10 Goodbody, K. , Hussey, P., Valenta, R. f Drobak, B. , and 
Lloyd, C. (1993) . The profilin raultigene family of maize: 
differential expression of three isoforms. Plant J. 4 f 631- 
641]; Phaseolus vulgaris (alubia) [(17) Vidali, L. , Perez, 
H.E., Vald§s, V., Noguez, R. , Zamudio, F., and Sanchez, F. 

15 (1995) . Purification, characterization, and cDNA cloning of 
profilin from Phaseolus vulgaris. Plant Physiol. 108, 115- 
123] , y Hordeum vulgare (cebada) (numero de acceso a EMBL 
Data Bank: U49505) . 

En el presente estudio se han clonado por 

20 primera vez distintas secuencias, que codifican para 
profilinas de las siguientes especies: Cynodon dactylon, 
Phlevm pratense, Parietaria judaica, Helianthus annuus, 
Olea europaea y Mercvrialis annua Bstas secuencias 
codifican para unos polipSptidos de unos 14 kDa, identifi- 

25 cados como profilinas en base a: i) Gran similaridad con 
otras profilinas estudiadas. ii) React ividad f rente a 
sueros obtenidos de conejos inmunizados con profilina 
purificada a homogeneidad de Helianthus annuus. iii) 
Capacidad de unirse a poli-L-prolina. iv) Reactividad con 

30 IgB de sueros de pacientes al§rgicos a profilinas. Igual- 
mente se presentan resultados sobre la reactividad cruzada 
de la pTOfilina con alergenos comunes relacionados y no 
relacionados f ilogeneticamente. 
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DBSCRIPCION DETALLADA DE IA INVENCION 

La invencion, tal y cotno se indica en su 
enunciado se refiere a molSculas de ADN recombinante que 
codifican para epitopos del alfirgeno prof ilina de Cynodon 
5 dactylon, Phleum pratense, Parietaria judaica, Helianthus 
annuus, Olea europaea y Mercurialis annua; y a su 
aplicacidn para el diagnostico y tratamiento de alergias. 
Descripcidn de las plantas utilizadas camo materia prima 

La clonacion de la profilina se ha realizado 
10 del polen de plantas del tipo hierbas, tnalezas o arboles . 
La calidad de los polenes ha sido controlada para que no 
contuvieran mas del 0.1% de polenes contaminantes u otras 
partes de la planta o fragmentos vegetales* Las plantas de 
las cuales proceden los polenes son las siguientes: 
15 * Las gramxneas (hierbas) , pertenecientes a la Familia 

Gramineae, concretamente : 
-Cynodon dactylon, llamada en ingles "Bermuda grass" f 
y que pertenece a la subfamilia Panicoideae y tribu 
Chlorideae. 

20 -Phleum pratense, llamada en ingl§s "timothy grass", y 

que pertenece a la subfamilia Pooldeae, grupo 
Festuciformes y tribu Festuceae. 

* Las tnalezas : 

-Parietaria judaica, llamada en ingles "wall pelli- 
25 tory", y que pertenece a la familia Urticacea. 

-Helianthus annuus, llamada en ingles "sunflower", y 
que pertenece a la familia Compositae, subfamilia 
rubiliflorae, y tribu Heliantheae. 
-Mercurialis annua, que pertenece a la familia Euphor- 
30 biaceae 

* El arbol, Olea europaea, llamado en ingl§s "olive 
tree", perteneciente a la familia Oleaceae. 
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Clonaci6n y secuenciacion de genes que codifican para 
profilinas 

La clonacion de genes puede realizarse utilizando 
diversos metodos [(18) Sambrook, J., Fritsch, E.F., and 
5 Maniatis, T. (1989) . Molecular cloning: a laboratory ma- 
nual. Cold Spring Harbor, N.Y. Cold Spring Harbor Labor a - 
toy] : bibliotecas de ADN gendmico o ADN complementario, 
utilizando como vectores: plasraidos, fasmidos, bacterid - 
fagos o c6sraidos. Tatribi&i se puede utilizar la t§cnica de 

10 PCR (amplificacion en cadena de la ADN polimerasa) para 
clonar un gen del cual se conoce parte de su secuencia. De 
igual manera la deteccion de los clones que portan el gen 
de interes puede realizarse utilizando diferentes tecnicas: 
complementacion de rautantes auxotrofos, inmunodetecci6n o 

15 actividad enzimatica de la proteina expresada, radiodetec- 
cion con sondas de oligonucle6tidos marcadas radiactivamen- 
te, o secuenciacidh directa. En la presente invencion se 
han conjugado los dos m§todos mas directos de ambas etapas: 
la clonacidn mediante la anplif icacion por PCR de ADN 

20 conplementario y la secuenciacidn directa de los insertos 
clonados . 

A partir de 100 mg de polen de diversas fuentes, se 
aislo el ARN mensajero enriquecido en transcritos con 
poli(A+) utilizando columnas de afinidad. Se sintetizo la 

25 primera cadena de ADN complementario a partir del ARN 
mensajero aislado, utilizando transcriptasa reversa. Bl 
hibrido de ADN -ARN obtenido se utilizo como molde para la 
anplificacion de los correspondientes genes de la profi- 
lina. En este proceso se utilizaron como cebadores oligo- 

30 nucle6tidos degenerados, obtenidos por comparaci6n de la 
secuencia de aminocicidos de todas las profilinas vegetales 
descritas en el apartado de "estado de la t6cnica ,f . A estos 
cebadores se les afladio en sus extremos secuencias de 
reconocimiento de diversas endonucleasas de restriccidn* La 
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amplif icacion por PCR se realizo a temperaturas de 
hibridacion de entre 42-56°C y durante 30-35 ciclos. La 
reacci6n se sometio a electroforesis en geles de agarosa 
(2%) y una banda de unos 400 pares de bases (pb) fue 
5 aislada del gel y purificada. El ADN purificado se digirid 
con las endonucleasas de restriccion BcoRI y Hindlll, y se 
ligo al vector pBluescript (Stratagene, La Jolla, CA) , 
cortado con los mismos enziraas. Celulas competentes de E. 
coli DH5a se transformaron con la tnezcla de ligacion y los 

10 transformantes se seleccionaron en placas de medio s61ido 
LB con anpicilina, X-gal e IPTG. El ADN plasmidico de los 
clones resistentes a anqpicilina, y que tenlan color bianco 
fue aislado, y caracterizado mediante digestidn con 
endonucleasas de restriccion. El ADN insertado, cuyo tamano 

15 correspondia con el esperado, fue secuenciado mediante el 
metodo de Sanger [(19) Sanger, P., Nicklen, S., and 
Coulson, A.R. (1977) . DNA sequencing with chain- terminating 
inhibitors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 , 5463-5467] 
utilizando dideoxinucle6tidos f luorescentes . El an&lisis 

20 informatico de las secuencias demostrd que todas las 
secuencias codificaban para la profilina, y que existia una 
gran homologxa con otras profilinas descritas. 
Expresidn de los genes clonados 

Existe una gran divers idad de sistemas de expresidn de 

25 protexnas heterologas. En la presente invencidn se ha 
sobreexpresado el gen de la profilina para formar una 
proteina no fusionada utilizando el vector de expresidn 
pKN172 [(20) Way, M. , Pope, B w Gooch, J. , Hawkins, M. , and 
Weeds, A.G. (1990) . Identification of a region in segment 1 

30 of gelsolin critical for actin binding. EMBO J. 9, 4103- 
4109] . La expresidn en este pl§smido se basa en la 
interaccion de la ARN polimerasa del fago T7 con un 
promotor especifico del mismo fago (promotor del gen flO), 
que es colocado delante del fragmento que queremos expre- 
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sar. La expresi6n de la ARN polimerasa de T7, en la cepa de 
E. coli BL21 (DE3) [(21) Studier, P.M. and Moffatt, B.A. 
(1986) . Use of bacteriophage T7 polymerase to direct 
selective high-level expression of cloned genes. J- Mol. 
5 Biol. 189, 113-130], se induce con IPTG, lo cual desencade- 
na la expresion final del gen de interns. El IPTG se 
anadio, a concentraciones entre 0.6-1 mM, a un cultivo 
crecido en medio nutritivo (LB 6 TB) con ainpicilina (100- 
200 mg/ml) , a una densidad 6ptica a 600 nm de entre 0.6 -1. 

10 Esta adicion provoca la expresidn del gen de la profilina 
clonado detrSs del promotor del gen flO. El cultivo se 
recogid entre 3-6 horas despu£s de la induccion. 
Purif icacion de la profilina recombinante 

El mgtodo de purificacion de la profilina se basa en 

15 la capacidad que esta tiene para unirse a cadenas de L-pro- 
lina. La purificacion se realiz6 en un solo paso mediante 
cromatografxa de afinidad en columna de Sepharose-poli-L- 
prolina, segtin describe Lindberg [(22 Lindberg, U. , Schutt, 
C. f Hellsten, E . , TjSder, A., and Hult, T. (1988). The use 

20 of poly (L-proline) -Sepharose in the isolation of profilin 
and profilactin complexes. Biochim. Biophys. Acta 967, 391- 
400] . Esta resina es una agarosa comercial (Pharmacia 
Biotech) activada con bromuro de cianogeno (CNBr) a la cual 
se linen covalentemente peptidos de prolina (Poli-L-prolina) 

25 de al menos 5 kDa. Cuando la proteina recombinante no est^ 
en forma soluble se debe tratar con 8 M de urea o una 
mezcla de los detergentes sarcosil/triton X-100, para que 
pueda ser aplicada a la columna de Sepharose-poli-L- 
prolina. La profilina pegada especif icamente a esta resina, 

30 es elulda de la columna mediante 6 M urea, y dializada 
extensivamente . De esta forma se obtiene una profilina 
recombinante de gran pureza (>95%) y en grandes cantidades 
(10-50 tng/litro de cultivo) . 
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Alalamiento de la prof ilina de girasol {Helianthus annuus) 
y su secuenciacion proteica 

Se purified la profilina de girasol {Helianthus an- 
nuus) me di ante cromatograf la resolutiva desarrollada en dos 
5 fases. La proteina asi purif icada fue identificada como 
profilina mediante ensayos fisiol6gicos (uni6n con poly-L- 
prolina) , bioquxmicos (parfimetros moleculares y secuencia 
de aminocLcidos) e inmunoquxmicos (SDS-PAGE Iramunoblot- 
tings) . Se obtuvieron pesos moleculares de 15.7 kDa en SDS- 

10 PAGE y de 19.1 kDa en cromatograf xa SMARTTM (lo que indica 
su naturaleza monoraerica) , asx como un pi de 4.5-4.4 (tres 
isoformas) . Se determino la composicion de amino&cidos y la 
secuencia parcial de la protexna purif icada. Seis peptidos 
internos que fueron secuenciados confirman su identidad 

15 profilxnica y muestran el mayor grado de sirailitud con los 
peptidos de polen de Zea ways y semilla de Phaseolus 
vulgaris. Con el fin de evaluar la presencia de protexnas 
de naturaleza profilxnica en un grupo de aeroalergenos y 
alergenos aliraentarios, se obtuvo y eirpleo un antisuero 

20 policlonal ant i -prof ilina. Estos resultados se discuten de 
raodo preliminar. 

En resumen, esta invencion proporciona ADN recombi- 
nante que codif ica para profilina de un gran numero de 
plantas, tanto hierbas, malezas y arboles. Igualmente 

25 proporciona un sistema de expresi6n microbiano {E. coli) 
para la obtencion de grandes cantidades de profilina. Esta 
expresi6n puede realizarse en otros sist etnas microbianos 
{Pseudomonas, Bacillus) o eucarioticos (levaduras o c€lulas 
de insectos) . La profilina producida puede ser procesada 

30 por tres metodos diferentes, para finalmente ser purif icada 
mediante un solo paso de cromatograf xa de afinidad en 
Sepharose-poli-L-prolina. La profilina purif icada por este 
m£todo no dif iere en sus propiedades de uni6n a IgE de las 
profilinas naturales. Igualmente se describe la purif ica- 
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ci6n y caracterizacion completa de la profilina de girasol 
(Helianthus annuus) . 
Aplicaciones 

Los metodos de diagndstico, tanto in vitro como in 
5 vivo, que actualraente se utilizan se basan en el uso de 
extractos de alergenos. Debido a la dificultad de obtener 
lotes reproducibles de extractos alergenicos, y a que 
algunos alergenos menores, como la profilina estan poco 
representados o parcialmente degradados [(23) Susani, M. , 

10 Jertschin, P. , Dolecek, C. , Sperr, W., Valent, P., Ebner, 
C, Kraft, D., Valenta, R. , and Scheiner, O. (1995). High 
level expression of birch pollen profilin (Bet v 2) in 
Escherichia coli: purification and characterization of the 
recombinant allergen. Biochem. Biophys. Res. Cotnmun. 215, 

15 250-263] , es interesante el uso de preparaciones reproduci- 
bles de alergenos puros obtenidos mediante la tecnologxa de 
ADN recombinante [(2)]. Actualmente se pueden realizar 
diagn6sticos precisos de ciertos tipos de alergias utili- 
zando un ntimero definido de alergenos recombinantes . La 

20 caracterizaci6n del patr6n de reactividad de cada paciente 
puede conducir en un futuro proximo, al desarrollo de un 
tipo de inmunoterapia voSls individual! zada, y por ello 
eficiente. Los alergenos recombinantes, profilinas, 
descritos en esta invencion, permiten el diagnostico de 

25 alergias polinicas en las cuales se encuentra iirplicada la 
profilina, que son aproximadamente un 20% del total de 
alergias a polen t(8)] . 

Los ADN recombinantes que codif ican para los alergenos 
profilinicos objeto de la presente invencion pueden servir 

30 no s6lo para la obtenci6n de alergenos recombinantes utiles 
para el diagnostico y tratamiento convencional de alergias, 
sino tambien para dos potenciales usos: 

a) Produccion de peptidos a partir de dichos aler- 
genos, que const ituyan epitopos de c61ulas T, y 
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que por tanto puedan ser vacunas con actividad 
anergizante (supresora de respuesta Th2) . 
b) Obtencidn de isoformas recombinantes rautantes que 
no den lugar a fijaci6n de IgE, y que por tanto 
5 constituyan tratamientos con reducida capacidad 

de producci6n de efectos adversos. 
DEPQSITO DB LAS CBPAS 

las cepas mas importantes que se mencianan en la presente soli- 
citud han sido depositadas en la Ooleccian Espanola de Cultivos 
10 Tipo (Universidad de Valencia, Gntpus de Burjasot, 46100 Burja- 
sot, Valencia) correspondiendoles los siguientes nos. de orden; 
Escherichia coli CdPROl--- CECT 4872 

Escherichia coli PjPROl— CECT 4873 

Escherichia coli OePROl CECT 4874 

15 Escherichia coli MaPROl--- CECT 4875 

Escherichia coli HaPR02 CECT 4876 

Escherichia coli PpPR03--- CECT 4877 

BREVE DBSCRIPCION DB IAS FIGORAS 

Fictura 1 : SDS-PAGE tenida con azul de Coomassie del 
20 proceso de purif icacidn de la prof ilina CdPROl de Cynodon 
dactylon. CcLrriles 1 y 2, lisado de E. coli BL21 (DE3) 
conteniendo pKN172 sin inserto y con el inserto CdPROl, 
respect ivamente; carriles 3 y A, fracciones insoluble y 
soluble de la muestra del carril 2, respect ivamente; carril 
25 5, fraccion no ret en Ida en la columna Sepharose- PLP ; carril 
6, prof ilina recombinant e purif icada como elucion de urea 
6M de la columna de Sepharose - PLP ; carril 7, prof ilina 
natural purif icada. 

Figura 2 : PAGE tenida con azul de Coomassie del 
30 proceso de purif icacidn de la prof ilina OePROl de Olea 
europaea. Carriles 1 y 2 # lisado de E. coli BL21 (DE3) 
conteniendo pKN172 sin inserto y con el inserto OePROl, 
respectivamente; carriles 3 y 4, fracciones insoluble y 
soluble de la muestra del carril 2, respectivamente; carril 
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5, fracci6n no retenida en la columna S ephar os e - PLP ; carril 

6, lavado de la columna con 2 M de urea; carril 7, 
profilina recombinante purificada como eluci6n de urea 6M 
de la coluinna de Sepharose-PLP; carril 8, profilina natural 

5 purificada . 

Ficrura 3: SDS-PAGE tenida con plata de la profilina 
purificada CdPROl de Cynodon dactylon. Carriles 1 y 4, pro- 
filina recombinante purificada por Sepharose-PLP, 3 y 0.5 
mg, respect ivamente; carril 2, profilina natural purifi- 
10 cada; carril 3, lisado de E. coll BL21 (DE3) conteniendo 
PKN172 con el inserto CdPROl. 

Figura 4 : Inmunodeteccion de profilina recombinante de 
Cynodon dactylon utilizando anticuerpos policlonales anti- 
profilina. La descripcion del gel es identica a la descrita 
15 en la figura 1. 

Ficrura 5: Inmunodetecci6n de profilina recombinante de 
Olea europaea utilizando anticuerpos policlonales anti- 
profilina. La descripci6n del gel es identica a la descrita 
en la figura 2. 

20 Figura 6 : Comparacion por inmunodeteccidn de la 

ractividad de IgB procedente de suero de pacientes 
alergicos a Cynodon dactylon o gramineas. Se transf irieron 
protelnas del extracto de Cynodon dactylon (E) y prof ilinas 
recombinant es purif icadas (R y P) y se incubaron con sueros 

25 de pacientes (1-8) alSrgicos a Cynodon dactylon, pool de 
sueros de alergicos a gramineas (6) y de individuos sanos 
(C). 

Figura 7 : Inhibicion de inmunodeteccidn . Extractos 
proteicos (B) , profilina natural purificada (P) y recombi- 
30 nante purificada (R) de Cynodon dactylon se separaron 
mediante SDS-PAGE y se transf irieron a membranas de PVDF. 
Estas membranas se incubaron con un pool de sueros de 
pacientes alergicos a Cynodon dactylon inhibidos con 10 vug 
de profilina recombinante (c) o BSA (b) por ml de suero, o 
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sin inhibir (a) . Como control se utilizo un pool de sueros 
de individuos sanos (c) . 

Figura 8 : Simulaci6n de la estructura tridimensional 
de la profilina PpPR03 de Phleum pratense y localizacion de 
5 las dif erentes regiones en las que se enmarcan los peptides 
antig§nicos propuestos. 

Ficnira 9 : Estructura de los tres peptides con mayor 
posibilidades de antigenicidad. La numeraci6n corresponde a 
la secuencia de aminoacidos en PpPR03 de Phleum pratense. 
10 Figura 10 : SDS-PAGE de la fracci6n de profilina eluida 

tras la cromatograf ia de afinidad (carril 2) , extracto 
completo de polen de girasol (carril 3) y el mismo extracto 
desprovisto de la fraccion de profilina (carril 1) . 

Ficnira 11 : Cromatograf ia de SMART realizado mediante 
15 gel filtracion en columna Superdex 75 PC3.2/30 
correspondiente a la fracci6n de profilina de Helianthus 
annuus obtenida por cromatograf xa de afinidad. 

Ficnira 12 : IEF (pH 3-10) de profilina obtenida tras 
cromatograf ia de filtracion en gel. 
20 Ficnira 13 : Secuencia de aminoacidos deducida (HaPROl, 

HaPR02, HaPR03, HaPR04, HaPROS y HaPR06) de Helianthus 
annuus. Los guiones indican que la secuencia es identica a 
la mostrada en la parte superior. En negrita se indican los 
resultados de la secuenciacion parcial de la profilina 
25 purificada de H. annuus; los asteriscos indican que la 
secuencia es identica a la mostrada en la parte superior. 

Ficnira 14 : Inmunodeteccion de profilina purificada de 
girasol incubada con una mezcla de sueros de pacientes 
alergicos a polen de gramineas (carril 1) , de girasol 
30 (carril 2) y frutos de Rosaceas (carril 3) . 

Ficnira 15 : Inmunodeteccion de extracto de polen de 
abedul (carril 1) y extractos de piel de manzana (carril 
2) # de melocoton (carril 3) y pera (carril 4) , incubados 
con antisuero anti -profilina de girasol. 
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Figura 16 : Inmunodeteccion de extracto de polen de 
girasol (carril 1) , Phleura pratense (carril 2) , caspa de 
perro (carril 3) , Parietaria judalca (carril 4) , Dexmatop- 
hagoides pteronyssinus (carril 5) , Olea europaea (carril 
5 6) , Mercurialis annua (carril 7) , Alternaria alternata 
(carril 8) , Aspergillus fumigatus (carril 9) , Penicillium 
notatvm (carril 10) , y estambres de azafrSn (carril 11) , 
incubados con antisuero anti-prof ilina de girasol. 
MODOS DE REALIZACION DE LA INVENCION 
10 La invencion puede ser entendida a partir de los 

siguientes ejemplos, que no deben considerarse en absoluto 
limitativos de la misma. 

Tecnicas b&sicas de la tecnologia del ADN recambinante y 
bioquimica 

15 Corao muchas de las tecnicas de ADN recombinant e em- 

pleadas en esta invencidn son utilizadas rutinariamente por 
personal cualificado en el tema, es mejor introducir una 
corta descripci6n de estas tecnicas mSs que describirlas 
cada vez que se utilicen. Excepto donde exist e una 

20 indicacion especifica, todos estos protocolos estdn des- 
critos en la referencia [(18)]. 
Aislamiento de plasmidos para su secuenciacidn 

Protocolo modificado del descrito en Sambrook et al, 
p^ginas 1.21 a 1.41. Un cultivo de 15 ml de E. coli, ere- 

25 cido en LB con ampicilina (100 rog/ml) durante 16 horas a 
37°C, se recogi6 por centrifugacion. Las celulas se re- 
suspendieron en 1 ml TE (10 raM Tris-HCl, 1 vM EDTA, pH 8), 
y se incubo durante 5 minutos a teitperatura ambiente. Se 
afiadieron 2 ml de solucion de lisis (0.2 N NaOH, 1% SDS) , 

30 manteniendose en hielo 5 min. Se afiadieron 1.5 ml de 
acetato potasico 3 M pH 4.8, agitSndose por inversion, y se 
incubo en hielo durante 5 minutos. Posteriormente se 
centrifugo durante 30 minutos a 4000 xg y 4°C. El sobre- 
nadante se paso a otro tubo al que se afiadieron 9 ml de 
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estanol, incubandose durante 20 minutos. Se centrifugo en 
las mismas condiciones, y el precipitado se lavo con etanol 
al 70%, y se sec6. Este ADN se resuspendio en 200 ml de 50 
TriM Tris-HCl (pH 7.5) , 10 mM EDTEA y 100 mg/ml de ARNasa y se 
5 siguio purif icando segun el protocolo Wizard Plus Minipreps 
DNA Purification System (Promega, Madison, WI) . El ADN asi 
obtenido se resuspendio en 50-80 ml de agua destilada 
esteril, y se guardd a -20°C. 
Corte con endonucleasas de restriccion 

10 Una reacci6n contiene txpicamente entre 50-500 mg/ml 

de ADN en el tampon de reaccion recomendado por los fa- 
bricantes (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia; Boehringer- 
Mannhein, Mannhein, Alemania; Proraega) . Se anaden de 2 a 5 
unidades de la endonucleasa de restriccion por cada mg de 

15 ADN y la reaccion se incuba de 1 a 3 horas a las temperatu- 
ras recomendadas por el fabricante. La reaccidn se para 
calentando a 85 °C durante 10 min, o por extraccion con 
fenol seguida de precipitaci6n de ADN con etanol. Esta 
tScnica esta descrita tambiSn en las p&ginas de 5.28 a 5.32 

20 de la referenda [(18)]. 

Electroforesis en geles de agarosa y purificacidn de fra- 
gmen tos de ADN de geles 

La electroforesis en geles de agarosa se realizd en un 
aparato horizontal, utilizando como tampdn Tris-borato, 

25 como se describe en las pSginas 6.3 a 6.15 de la referenda 
[(18)]. Los fragmentos de ADN se tineron utilizando 0.5 
mg/ml de broraoro de etidio que se anadio al gel. El ADN se 
visualizo por iluminacion ultravioleta entre 300 y 310 nm. 
Para purificar fragmentos de ADN de la agarosa se utilizo 

30 el kit de Geneclean (BiolOl Inc., La Jolla, CA) siguiendo 
las instrucciones del fabricante. 
Ligacidn de fragmentos de ADN 

Para la ligacion de fragmentos de ADN con extremes 
cohesivos conplementarios, 100 ng de cada uno de los fra- 
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gmentos se incubaron en un volumen de reaccidn de 10 a 20 
ml conteniendo unas 0.5 unidades de T4 ADN ligasa (BioLine, 
London, UK) en el tampon recomendado por el f abricante . La 
incubacion se llevo a cabo durante 15 horas a 12-15°C, o 7 
5 horas a 20°C. 

Trans formacion de E. coli con ADN 

Las cepas de E. coli DH5a o BL21 (DE3) fueron utili- 
zadas en la mayoria de los experimentos . El ADN fue in- 
troducido mediant e el protocolo del cloruro calcico, como 

10 se describe en [(18)], paginas de 1.76 a 1.84, o mediante 
el metodo del cloruro de rubidio, como describe Hanahan 
[(24) Hanahan, D. (1983). Studies on transformation of 
Escherichia coli with plasmids. J. Mol. Biol. 166, 557- 
580] . La selecci6n se realiz6 en LB solido con ampicilina 

15 (100 mg/ml) y cuando fue necesario se afiadieron a cada 
placa de Petri: 40 ml de X-gal (20 mg/ml en dimetilforma- 
mida) , y 4 ml de IPTG (200 mg/ml) . 
Muestreo de plasmidos en E. coli 

Despu§s de la transformacidn, las colonias resultantes 

20 de E. coli fueron estudiadas para detectar la presencia de 
los plasmidos deseados mediante un protocolo r^pido de 
aislamiento de plasmidos. Este protocolo esta descrito en 
las paginas 1.25 a 1.28 de la referenda de Sambrook 
[(18)] . 

25 Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS- 
PA6E) 

Se siguio basicamente la t€cnica descrita por Laemmli 
[(25) Laemmli, U.K. (1970). Cleavage of structural proteins 
during the assambly of the head of bacteriophage T 4 . Nature 
30 277, 680-685] , utilizando un aparato de electroforesis 
MINI -PROTEAN (Bio-Rad, Hercniles, CA) . Los geles, de 10 x 10 
cm y con una concentracion de poliacrilamida del 12.5 o 
15%, se sometieron a una corriente de 200 voltios durante 
45 minutos en tampon Tris-Glicina. Las proteinas utilizadas 
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como patrones fueron las del kit Bio-Rad para bajos pesos 
moleculares. El c&lculo de los pesos moleculares y los 
an&lisis densitoragtricos de los geles se realizo utilizando 
un analizador de image (Bio-Image, Millipore Corp, Bedford, 
5 MA) . 

AnSlisis por i nmunotransf erencia 

Se realizd por el m§todo de Shen y cols, con modifica- 
ciones [(26) Shen, H., Choo # K. , Lee, H. , Hsieh, J. , Lin, 
W. , Lee, W., and Han, S. (1991). The 40-kilodalton allergen 

10 of Candida albicans is an alcohol dehydrogenase: molecular 
cloning and immunological analysis using monoclonal 
antibodies. Clin. Exp. Allergy 21, 675-681] . Las proteinas 
separadas en SDS-PAGE fueron electro-transf eridas a 
membranas de nylon. La membrana es incubada con un agente 

15 bloqueante (como puede ser leche desnatada al 5% en PBS: al 
cual llamaremos a partir de ahora leche/PBS) . La membrana 
es entonces incubado con los anticuerpos de interes durante 
varias horas (estos anticuerpos podr&n provenir de pacien- 
tes o de animales inmunizados) . Posteriormente, la membrana 

20 se lava varias veces con leche/PBS f y se incuba con un 
segundo anticuerpo comercial, al cual esta acoplada una 
enzima (por ejemplo peroxidasa) . Este anticuerpo comercial 
sera anti-IgG, en el caso que hayamos utiizado un animal 
inmunizado, o anti-IgE, si el suero proviene de humanos. La 

25 membrana es nuevamente lavado en PBS, y tenido con 4-cloro- 
1-naftol al 0,06% en PBS con H 2 0 2 al 0.01%, a teiqperatura 
ambient e durante 30 mih. La reaccion es parada con agua 
destilada. 

Preparacion de la columna de Sepharosa poli-L-prolina 
30 El primer paso en la purificaci6n de la profilina se 

realizo me di ante cromatograf xa de af inidad en la columna de 
Sepharosa activada con CNBr y acoplada a PLP, de acuerdo 
con Lindberg et al. [(22)]. Este mgtodo, en resumen, 
consiste en humedecer 2 g de Sepharose 4B activada con CNBr 
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(Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) en 100 ml de HC1 ImM 
durante 15 minutos. A continuacion, la resina fue lavada a 
trav€s de un embudo filtrante (porosidad G3) al que se 
anadio cuatro veces consecutivas 100 ml de HC1 ImM. El gel 
5 resultante (unos 7 ml) fue resuspendido en el tampon 
(KHC0 3 , 0.1 M, pH 8.3, KC1 0.5 M) ; despuSs, se disolvieron 
30 mg de Poly-L-proline (PLP, Mr 5000, INC Biochemicals , 
Aurora, OH, USA) en 2 ml de agua destilada durante 12 h. El 
material no soluble fue eliminado y el sobrenadante ^fforHrjo 

10 a la resina suspendida en el tampon de acqplamiento. La 
mezcla se dejo a tenperatura ambiente durante 2 h. El 
bloqueo de los grupos activos se realiz6 filtrando la 
resina y resuspendiendola en 10 ml de Glicina 0.5 M, pH 
8.5. Seguidamente se procedio al lavado del exceso de 

15 ligando con tampon de acetato 0.1 M, pH 4.0 y PBS pH 8.3 
ambos conteniendo NaCl 0.5 M. El exceso de agente bloquean- 
te se elimino por lavado con PBS. Con el conjugado de PLP- 
Sepharose obtenido se monto una columna de lx 24 cm 
equilibrada con PBS. 

20 Agarosa- isoelectroenf oque (IEF) 

Esta tecnica se realizo utilizando placas de Agarosa 
Isogel (FMC Bio Products, Rockland, Maine), en el intervalo 
de pH 3 - 10. Se aplicaron 20 mg de proteina por calle. El 
punto isoelectrico (pi) de las mol§culas en cuesti6n fue 

25 determinado corqparando su migracion con la de un conjunto 
de proteinas de pi conocido. El esquetna electroforetico 
obtenido se evalud por analisis de imagen en el sistema 
BIO- IMAGE (Millipore, Bedford, Mass. USA). 
Biemplofl relacionados esp+r*finama<n+c* o on i a jnvencion 

30 Aislamiento de ADN poll (A+) de polen 

Se aislo el ARN poli (A+) de 100 mg de polen siguiendo 
el protocolo descrito en Quick Prep Micro mRNA Purification 
Test (Pharmacia Biotech) . El ARN purif icado se resuspendid 
en 400 ml de agua destilada tratada con dietilpirocarbona- 
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to, y se determine su concentracion a 260 nm. A partir de 
100 mg de polen se obtuvieron unos 8 mg de ARN, que se 
guardaron a -20 °C precipitados con etanol . Este ARN poli 
(A+) fue utilizado para realizar la sintesis de la primera 
5 cadena de ADN complementario, como se expone en apart ado 
siguiente . 

Sintesis de la primera cadena de ADN complementario 

Un mg de ARN poli (A+) obtenido segun el apartado 
siguiente, fue sedimentado por centrifugaci6n a 4°C a 14000 

10 xg durante 30 min. Bl sobrenadante se lavo con etanol al 
70%, se sec6 y se resuspendio en 20 ml de agua destilada 
tratada con dietilpirocarbonato . La soluci6n se calento a 
60 °C durante 10 min y luego se enfri6 en hielo. Posterior- 
mente, se sigui6 el protocolo descrito en First -Strand cDNA 

15 Synthesis Kit (Pharmacia Biotech) , salvo que la incubacidn 
con la transcriptasa reversa se realizo durante 70 minutos. 
El cebador utilizado fue la mezcla al azar de hexadeoxinu- 
cle6tidos, llamado pd(N6) primer (Pharmacia Biotech) . Una 
vez acabada la reaccion, la mezcla se calentd a 90 °C 

20 durante 5 minutos y se enfrio en hielo, almacenandose 
posteriormente a -20°C hasta que fue utilizada para la 
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) como se explica 
en el apartado siguiente. 

Amplificacion del gen de prof ilina por PCR 

25 Los cebadores utilizados de la PCR fueron obtenidos de 

cooparar diversas secuencias de profilinas de plantas, y 
teniendo en cuenta la degeneraci6n del c6digo gen^tico: 
* PROEXP (extreme 5" del gen) : 

AGAGAATTCCATATGTCGTGGCA (A/G) (A/G) CCTAOGT 

30 * PROEXR (extreme 3" del gen): 

AGAAAGCTT ( C/T) TACA (G/T) GCC (C/T) TGTTC (G/A/T) A (G/T/ C) (G/A/C) AGGTA 

Los cebadores se componen de la zona de hibridacion 
(subrayada) , de varios sitios de corte para las endonuclea- 
sas de restriccion, EctiRI, Hindlll y Ndel, (en negrita) , y 
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de unos nucleotides de anclaje. Todos los nucleotides entre 
parentesis estcin en proporciones equimoleculares en esa 
determinanda posicidn. 

La reaccidn de amplif icacidn por PCR del gen de la 
5 profilina tenia los siguientes componentes en un volumen de 
reaccidn de 50 ml: tampon de amplification xlO, 5 ml; 200 
mM de dNTPs; 100 pmoles de cada oligonucle6tido cebador 
degenerado; 2,5 unidades de Taq polimerasa (Bioline, 
London, ,UK) ; 5 ml reaccion de ADN complementario obtenido 

10 segun el ejemplo II y agua destilada estferil hasta 50 ml. 
La reaccidn de araplificacion se llevo a cabo en un 
termociclador RoboCycler (Stratagene) en las siguientes 
condiciones; 4 min a 94 °C, seguido de 5 ciclos compuestos 
de 1 min a 94°C, 2 min a 42 °C y 2 min a 72 °C. Posterior - 

15 mente, se realizaron otros 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 2 min 
a 56 °C y 2 min a 72 °C de araplificacion. Se concluyo con una 
extension de 6 minutos a 72 °C. El producto de la reaccion 
fue sometido a electroforesis en geles de agarosa (2%) . La 
banda de 400 pb que correspondia a la profilina fue aislada 

20 del gel por Geneclean (BiolOl, La Jolla, CA) , utilizando el 
protocolo descrito por el fabricante. 
Clonacion del gen de profilina en pBluescript 

El fragmento aislado fue digerido con Hindlll, y 
posteriormente con BcoRI, y las endonucleasas de restric- 

25 ci6n se inactivaron por calor. Estos fragraentos se ligaron 
al vector pBluescript digerido con las misraas enzimas. La 
mezcla de ligacion se utilizo para transformar transformar 
celulas coirpetentes de E. coli DH5a. La seleccion se 
realizo realiz6 en medio LB con aiqpicilina, X-Gal e IPTG, 

30 como se describe en Sambrook y col [(18)], Las colonias 
resultantes, que en este medio presentaban un color bianco, 
fueron crecidas para aislar su ADN plasmidico, el cual fue 
digerido simultSneamente con EcoRI-Hindlll, y Ndel-Hindlll. 
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Los clones que, en ambos casos, liberaban un fragmento de 
400 pb fueron seleccionados para su posterior anfilisis. 
Secuenciacidn del gen de prof illna 

La secuenciacidn del ADN insertado el pBluescript se 
5 realizo basandose en el mitodo de Sanger [(19)] modificado 
para ser utilizado con dideoxinucle6tidos f luorescentes y 
amplif icacion en termociclador. El ADN a secuenciar se 
preparo de la siguiente forma: cultivos de E. coli DH5a, 
conteniendo los plasmidos de interns fueron crecidos en 15 
10 ml de LB suplementado con 100 tng/ml de ampicilina, durante 
16 horas, a 37°C y con agitacidn. El ADN se aislo por el 
m6todo descrito en el apartado A) . Las reacciones de 
secuenciacidn se realizaron mezclando 700-1000 ng de molde, 
25 pmoles del cebador y los react ivos indicados en el kit 
15 de secuenciacidn (PRISM Ready Reaction DyeDeoxy Termination 
Cycle Sequencing Kit, Perkin Elmer) siguiendose las 
instrucciones del fabricante. Todos los fragmentos fueron 
secuenciados en las dos direcciones, utilizando cebadores 
comerciales (Ml 3 -20 primer o reverse primer) o cebadores 
2 0 especi f icos . 

Se secuenciaron 16 clones, obteniendose en algunos 
casos secuencias representadas por varios clones. Todos los 
insertos secuenciados estaban flanqueados por un codon de 
inicio (ATG) y un cod6n de terminaci6n (TAA o TAG) , con los 
25 siguientes resxiltados: 

- Insert o de Cynodon dactylon, plasmido pPCTL9, tenia 
396 pb que codificaba para un polipeptido de 131 
aminoScidos que fue llamado CdPROl. 

-Los insertos de Olea europaea, plasmidos pPOll, pP013 
30 y pPOUl, tenian 405 pb y codificaban para 

polip§ptidos de 134 aminoacidos que fueron llamados 
OePROl, 0ePR02 y OePR03, respectivamente . Las tres 
secuencias tenian una identidad del 97%. 
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-Los insertos de Phlevan pratense, plasmidos pPP19 y 
pPPH2, tenian 396 pb y codificaban para polipeptidos 
de 131 aminoacidos que fueron llainados PpPR02 y 
PpPR03 , respectivamente . Las dos secuencias tenian una 
5 identidad del 98%. 

-Los insertos de Parietaria judaica eran de diferente 
tamano. Bl plSsmido pPA18 tenia un inserto de 399 pb, 
que codificaba para un polipeptido de 132 aminoacidos. 
Bl plasmido pPA112 tenia un inserto de 396 pb f que 
10 codificaba para un polipgptido de 131 aminoacidos. Los 

polipeptidos fueron llamados PjPROl y PjPR02, 
respectivamente. Las dos secuencias tenian una 
identidad del 96%. 

-Inserto de Mercurialis annua, tenia 399 pb que 
15 codificaba para un polipgptido de 132 aminoacidos que 

fue llamado MaPROl. 

-Se secuenciaron seis insertos procedentes de tfe- 
lianthus annuus. Dos de ellos, pPG221 y pPG216, co- 
rrespondian al gen completo, tenia un inserto de 402 
20 pb y codificaban para un polip6ptido de 133 aminoS- 

cidos. Los cuatro plasmidos restantes, pPG12 # pPG14 f 
pPG16, y pPG18, eran secuencias parciales del gen # con 
su extremes 3" truncados. Los polipeptidos fueron 
llamados HaPROl, HaPR02, HaPR03, HaPR04 / HaPR05 # y 
25 HaPR06, respectivamente. Las seis secuencias tenian 

una identidad media del 98%. 
Analisis de las secuencias 

Las secuencias obtenidas fueron conparadas con otras 
prof ilinas existentes en el banco de datos (EMBL Data Bank 
30 y SWISS-Prot) utilizando el paquete informatico GOG 
(Uhiversidad de Wisconsin Genetics Conoputer Group) . Cuando 
se cortpararon con otras prof ilinas vegetales (maiz, cebada, 
alubia, hierba timotea # abedul, y tabaco) [(10), (14), 
(15), (16), (17) y (27) Mittermann, I., Swoboda, I., 
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Pierson, B. # Eller f N. , Kraft, D., Valenta, R., and 
Heberle-Bors, E. (1995). Molecular cloning and charac- 
terization of prof ilin from tobacco (Nicotiana tabacum) : 
increased prof ilin expression during pollen maturation . 
5 Plant . Mol. Biol. 27, 137-146] se encontr6 una gran homo- 
logia entre ellas, con mas del 70% de residuos id§nticos. 
Por el contrario, cuando se compard un grupo de profilinas 
vegetales con otras profilinas eucariotas de an i males 
(hombre, toro) , levaduras o protistas se encontr6 una menor 
homologia. Asi por ejemplo, la profilina CdPROl de Cynodon 
dactylon tenia una identidad del 46% con Acanthamoeba 
castellanli (EMBL Data Bank M38038) ? del 42% con Physarum 
polycephalum (M38038) y del 32% con la profilina I humana 
(J03191) . Cuando se compararon profilinas de dif erentes 
orxgenes se observo que, aunque presentan diferencias 
notables, debido a que compart en una funcidn similar, exis- 
ten unas regiones donde se encuentran un gran numero de 
residuos conservados que serian fundament ales para su 
funcion fisidlogica. 

Subclonacidn del gen de profilina en el vector de expresion 
pKN172 

Los vectores recombinantes (2 mg) derivados del pBl- 
uescript fueron digeridos con las endonucleasas de res- 
tricci6n Hindlll y Kiel. El fragmento de 400 pb, que con- 
tenia el gen de profilina, fue separado por electroforesis 
en gel de agarosa y aislado del gel. Este fragmento fue 
ligado al vector de expresion pKN172 # digerido con las 
mismas enzimas. La raezcla de ligacion se utilizo para 
transformar c§lulas coapetentes de E. coli DH5a. Las co- 
lonias que portaban los plasmidos recombinantes fueron se 
leccionadas mediant e una PCR analitica, en la cual se 
utilizo como molde una cantidad minus cula de la colonia. El 
ADN plasmidico de los clones positivos se analizo mediant e 
endonucleasas de restricci6n, seleccionandose un clon que 
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tuviera el fragraento deseado. Este plSsmido se utilizd para 
transformar la cepa utilizada en la expresion E. coli BL21 
(DE3) [(21)]. Esta cepa tiene en su cromosoma nn lisogeno 
del f ago 1 conteniendo el gen de la ARN polimerasa del f ago 
5 T7 bajo el control del promotor la cUV. La seleccion y 
crecitniento de esta cepa se realiz6 rutinariamente en 
placas de LB conteniendo 200 tng/ml de ampicilina. 
Expresidn de la profilina en E. coli 

E. coli BL21 (DE3) conteniendo el plasmido pPC19, que 

10 codificaba para la profilina CdPROl de Cynodon dactylon, se 
crecio en LB con 200 rag/ml de aiqpicilina a 37°C con 
agitacion. A las 16 horas, se diluyo el cultivo hasta una 
densidad 6ptica de 0.3-0.4. Cuando el cultivo alcanzd una 
densidad 6ptica de 0.6, se anadio 0.6 mM de IPTG. A las 3 

15 horas de induccidn, el cultivo se recogio por centrifuga- 
ci6n a 4000 xg durante 5 minutos, y el sedimento, despues 
de pesado, se congelo a -20 °C. Las celulas se resuspendie- 
ron en 1/10 del volumen original, utilizando 50 nM Tris- 
HC1, pH 7.5 y Nad 100 tnM. Alicuotas de las muestras, 

20 conteniendo aproximadamente 20 mg de protexna, se analiza- 
ron en SDS-PAGE 12.5%. se detecto una banda, por tincion de 
Coomassie, de unos 14 kDa, que estaba mucho vc&s intensa que 
en el control de pKN172 sin inserto. La banda, cuantificada 
por densitometrxa, constitula un 20-30% de protelna total. 

25 Purificaci6n de la profilina recambinante 

Las c§lulas, procedentes de la expresion descrita en 
el apartado anterior se sonicaron en hielo durante 2 mi- 
nutos , en intervalos de 20 segundos. El extracto obtenido 
se clarifico por centrifugacion a 14000 rpm dxirante 30 

30 minutos. El sobrenadante , conteniendo la profilina expre- 
sada, se distribuy6 en alicuotas conteniendo 15 mg de 
protelna, que se aplicaron a una columna de 1 x 7 cm de 
Sepharose-poli (L) -prolina. La columna fue lavada con 7 
volumenes de tampon PBS, 3 volumenes de 2 M urea en PBS, y 
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f inalmente la proteina retenida fue eluida con 6 M urea en 
PBS. Las fracciones que contenlan protelna fueron mezcladas 
y dializadas durante 16 horas f rente a agua destilada. La 
muestra dializada fue liofilizada, y resuspendida en 10 mM 
5 Tris-HCl, pH 7.5. Un ejemplo del proceso de purificaci6n de 
la profilina CdPROl de Cynodon dactylon se presenta en la 
figura l, y de la profilina OePROl de Olea europaea en la 
figura 2. Se puede apreciar como el 95% de la protelna 
expresada se encuentra en forma soluble. La migracion de 
10 las profilinas recombinantes era similar a la de la 
profilina natural utilizada como control. Las preparaciones 
as! obtenidas contenlan >99% de profilina, como se 
deterraind mediant e SDS-PAGE seguida de tinci6n con plata 
(Fig. 3). 

15 Purificaci6n de la profilina recombinante (Metodo alter- 
nativo I) 

En los casos en los cuales la profilina expresada en 
E. coli no era soluble, y quedaba en el sedimento despu§s 
de la lisis bacteriana, se diseno un procedimiento alter - 

20 native. Las celulas eran resuspendidas en tampon STE (10 mM 
Tris-HCl, pH 8.0; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA) suplementado con 
100 mg/ml de lisozima, e incubadas durante 15 tnin en hielo. 
Posteriormente se afladieron 5 mM ditiotreitol (DTT) y 1.5% 
N-lauril sarcosina (sarcosil) , y se agit6 5 s. Las lisis se 

25 conpletaba con una sonicacion de 20 s. El lisado se 
clarificaba por centrifugacion, y al sobrenadante se le 
anadla 2% de Trit6n X-100, y se agitaba otros 5 s. El 
lisado conteniendo la profilina era aplicado a la columna 
de poli-L-prolina como se indicara mas adelante. 

30 Ptirificacion de la profilina recombinante (Mfitodo alter- 
nativo II) 

Otro metodo utilizado para la solubilizacion de la 
profilina recombinante insoluble es el siguiente: La lisis 
se realiza en id€nticas condiciones que en el ejemplo IX 
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(incubacion en tampon STE con lisozitna y sonicaci6n de 20 
s) , pero se clarif icaba por centrifugaci6n. El sedimento, 
conteniendo la profilina insoluble, era solubilizado con 8 
M urea en 100 toM glicina-NaOH pH 9.0 y pasado a traves de 
5 una columna de Sephadex G-25 (Pharmacia Biotech) 
equilibrada en 100 mM glicina-NaOH pH 9.0. A la proteina 
eluida se anadid 5 iriM DTT y se dejo incubar a 4°C durante 
16 h. La muestra se someti6 a cromatograf xa de afinidad en 
Sepharosa-poli-L-prolina como se indicara mas adelante. 

10 Detecci6n de la profilina recambinante con antisueros de 
conejo frente a profilina de Helianthus annuus 

Se corrieron en SDS-PAGE 12. 5% , diferentes muestras 
procedentes de los distintos pasos de la expresion y pu- 
rificacion de profilina, y se transf irieron a membrans de 

15 PVDF o nitrocelulosa. Las tiras de membrana, conteniendo 
las protelnas transf eridas , se incubaron con diluciones 
1:3000 de suero de conejos inmunizados con profilina pu- 
rificada de polen de girasol. Despues de los lavados, se 
incubaron con diluciones 1:2000 del anticuerpo conjugado a 

20 la enzima peroxidasa. Como se muestra en las figuras 4 y 5, 
se detecto una banda de reaccion mayoritaria a 14 kDa, y 
otra bandas de menor intensidad en torno a 30 kDa, que 
podria ser debida a la formaci6n de dimeros de profilina, 
como describe Babich et al. [(28) Babich, M. , Foti, L.R.P., 

25 Sykaluk, L.L., and Clark, C.R. (1996). Profilin forms 
tetramers that bind to G-actin. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 218, 125-131] . Otras bandas de menor intensidad, 
que se aprecian solo en los extractos de E. coli, podrian 
deberse a reacciones inexpecif icas ya que tambien se 

30 observan en el control sin inserto. Las figuras 4 y 5, 
muestran la gran efectividad de la columna de Sepharosa- 
poli-L-prolina, ya que solo un 5% de la profilina aparece 
en la fraccion no retenida, tanto en la purificacion CdPROl 
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de Cynodon dactylon que se rauestra en la figura 4, como la 
de OePROl de Olea europaea que se rauestra en la figura 5. 
Deteccidn de la prof ilina recombinante con anticuerpos igE 
procedentes de pacientes atdpicos 
5 Se separaron por SDS-PAGE las protexnas del extracto 

alergenico de Cynodon dactylon y la profilina CdPROl re- 
combinante, y despues de ser transferidas a membranas se 
incubaron con sueros de pacientes alergicos a Cynodon 
dactylon. Las profilinas recombinantes mostraron una re- 

10 actividad similar a las protexnas del extracto natural por 
las IgE del suero de los pacientes, como se puede observar 
en la figura 6. Igualmente en pacientes al§rgicos a 
gramineas, donde la proporcion de Cynodon dactylon es raenor 
(siendo predominant es las plantas Poa pratensis, Phlevm 

15 pratense, Lolium perenne. .) , tambien se aprecia reactividad 
cruzada . 

Identidad de epxtopos entre la profilina natural y recom- 
binante CdPROl de Cynodon dactylon 

Para estudiar si CdPROl de Cynodon dactylon era id§- 

20 ntica a la profilina natural, se realizaron experimentos de 
inhibicion. Una mezcla de sueros de pacientes alirgicos a 
Cynodon dactylon se incubo con 10 mg de CdPROl por ml de 
suero, o BSA como control. La adsorcidn se realizo durante 
toda la noche a 4°C con agitaci6n moderada. Estos sueros se 

25 utilizaron para detectar reactividad con extractos 
proteicos de Cynodon dactylon, profilinas purificadas 
natixrales o recombinantes transferidos a PVDF. La figura 7 
rauestra que las IgE antiprof ilina presentes en los sueros 
de los pacientes eran adsorbidas por la profilina 

30 recombinante, ya que no eran capaces de detectar ninguna 
banda de 14 kDa correspondiente a la profilina. La banda 
que aparece a 32 kDa en la rauestra de profilina natural, 
pudiera ser el alergeno mayor de Cynodon dactylon [(29) 
Matthiesen, F. , Schumacher, M.J., and Lowenstein, H. 
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(1991) • Characterization of the major allergen of Cynodon 
dactylon (Bermuda grass) pollen, Cyn d I. J. Allergy Clin. 
Immunol. 88, 763-774], que en pequenisimas cantidades 
copurif icaria con la prof ilina despues de un solo paso por 
5 S epharosa - PLP . 

Simulacion de la estructura tridimensional de la profilina 
y prediccidn de peptides antigenicos 

Las profilinas de plantas y del eucariota inferior 
Acanthamoeba son lo suficiente homologas , alrededor del 

10 40%, como para poder realizar un modelo por homologia de 
una profilina de plantas, se ha elegido como base la de 
Phlevm pra tense PpPR03. 

La estructura seleccionada fue la profilina II de 
Acanthamoeba castellanii, y se realizo segun el programa 

15 What If, visualizandose mediante el programa INSIGHT II, 
version 2.3.5 (Molecular Modeling System) . Este modelo 
tridimensional deducido se presenta en la figura 8. La 
prediccion de las estructuras con posibilidad inmunog£nica 
se realizo teniendo en cuenta los siguientes parSmetros: 

20 - Accesibilidad. 

Factor de temperatura (en estrucutras cristalo- 
gr&f icas) . 

Prediccion de la estructura secundaria, teniendo 
en cuenta que las estructuras en bucle, son las mas 
2 5 f avorecidas . 

Caracterlsticas de loa aminc&cidos de la zona. 
Regiones que presenten secuencias diferentes 
entre mamlferos y plantas. 

Este ultimo requisito permite que los peptides ele- 
30 gidos no sean inmunog&iicos en mamiferos, concretamente el 
hombre. Los peptidos seleccionados segun estos criterios 
aparecen en la figura 9, con todos los peptidos correspon- 
dientes a las profilinas secuenciadas . 
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Purificacion v caracterizacion de la profilina natural de 

Helianthus annuus 

Purificaci6n cromatograf ica de la profilina de Helianthus 
annuus 

5 El aislamiento de profilinas de polen de girasol 

mediante cromatograf ia de afinidad en columna de Sepharosa- 
PLP result6 altamente efectivo, segun se pudo evaluar 
mediante SDS-PAGE (Pig. 10), ya que tan solo se obervaron 
unas tenues bandas de contaminantes. El peso molecular de 

10 la banda de proteina determinada por analisis de iraagen en 
el sistema BIO- IMAGE fue de 15.7 kDa. 

La fraccion 6 M eluida de la columna de Sepharose-PLP 
que contenia profilina fue purificada posteriormente, con 
el fin de eliminar los contaminantes menores y para poder 

15 llevar a cabo posteriormente la secuenciacion de aminoaci- 
dos y los ensayos de inraunizacion. Se realizo mediante 
cromatografia de intercambio ionico en el sistema micropre- 
parativo de alta resoluci6n SMARTTM (Pharmacia LKB, 
Sweden) . Se empleo una columna de intercambio ani6nico 

20 (MonoQ PC 1.6/5). Se aplicaron 40 mg de fracci6n de 
profilina media n te inyeccion de 1 ml de muestra disuelta en 
Tris-HCl 40 mM, pH 8.0. La eluci6n se llevo a cabo mediante 
un gradiente lineal generado por la adicion de NaCl 1M al 
tamp6n inicial. Gracias a esta t§cnica obtuvimos una 

25 muestra de profilina pura, que eluy6 como un pico simgtrico 
a una concentraci6n de 0.25 M NaCl. 

Para la estimaci6n del peso molecular se emple6 tarn- 
bi€n en el sistema SMART con una columna de tamizado mo- 
lecular Superdex 75 PC 3.2/30. La muestras se aplicaron a 

30 una concentraci6n de 20 mg/ml en tampon fosfato 0.05 M # 
NaCl 0.15 M pH 7.0 (PBS) mediante inyeccion de 20 ml. Se 
mantuvo un flu jo de 40 ml/min durante todo el proceso 
cromatograf ico y a 8°C. En el calibrado de la columna se 
eraplearon grupos de protexnas de peso molecular conocido. 
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Utilizando esta tecnica se estim6 el peso molecular native 
que fue de 19.1 kDa. El perfil cromatogrSfico obtenido se 
muestra en la figura 11. 

Las muestras de profilina pura fueron tambien carac- 
5 terizadas por isoel€ctroenfoque en geles de agarosa (Aga- 
rose-IEF) . Aqux, se detecto la presencia de tres isoformas 
(Pig. 12) con pis 4.41, 4.46 y 4.50 respectivamente . 
Camposicion de anino&cidos de la profilina de Helianthus 
annuus 

10 Se determino la composici6n en amino&cidos de la 

profilina purificada por el sistema SMART. Para ello se 
disolvieron 20 ml de la muestra de profilina purif icada en 
200 ml de agua destilada; de esta disolucion, se emplearon 
4 ml para el anSlisis de amino&cidos en un Beckman Analyser 

15 modelo 6300 intercairibiador ionico, tras hidrolisis a 115 °C 
durante 16 h., en 100 ml de HC1 6 N, fenol 0.2% conteniendo 
tambi§n norleucina 2 nmol. De spues de la hidr61isis, el 
acido fue eliminado en Speedvac y los aminoacidos resultan- 
tes se disolvieron en 100 ml de tampon de muestra Beckman 

20 conteniendo 2 nmol de homoserina. El instrumento se utilizd 
siguiendo los programas del fabricante con el uso de sus 
tampones. El analisis de los datos se efectuo en un 
ordenador externo utilizando el software de adquisicion de 
datos Perkin Elmer /Nelson. 

25 Secuenciacion proteica de la profilina de Helianthus azmuus 
Tras observar que el extreme N-terminal de la profi- 
lina estaba bloqueada, se decidid llevar a cabo la se- 
cuenciacion de peptidos internos, para ello se digiri6 
enzimaticamente la muestra con tripsina modificada (Pro- 

30 mega) , o bien, lisil endopeptidasa (Wako) durante 24 h a 
37°C. Los peptidos resultantes fueron reducidos/carboxim- 
utilados, extraidos con TEA 0.1%, CH 3 CN y despues sometidos 
a HPLC de fase reversa utilizando un equipo Hewlett Packard 
1090 equipado con un colector de fracciones Isco modelo 
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2150 y una columna de 25 cm Vydac C-18, equilibrada con un 
98% de tamp6n A (TFA al 0,06%) y un 2% de taiqpon B (TFA al 
0.052%, acetonitrilo 80%. Los peptidos fueron eluxdos con 
el siguiente programa de gradiente: 0-60 min (2-37% B) , 60- 
5 90 min (37-75% B) y 90-105 min ( 75-98% B) y fueron 
detectados por su absorbancia a 210 nm. Las cantidades 
digeridas, generalmente en el rango de 25-250 pmol fueron 
fraccionadas en columnas ID de 2.1 mm, eluldas a 0.15 
ml/min, mientras que las cantidades mayores lo fueron en 

10 columnas de 4.6 mm eluldas a 0.15 ml/min. De spues de la 
carga, los tubos de muestra se aclararon con 50 ml de acido 
trifluoroacStico el cual fue entonces sobre ajoadido en capa 
sobre el filtro de secuenciacion. 

El peso molecular de los peptidos se estudio por 

15 espectrometrxa de masas de desorpcion por ISser utilizando 
un espectrometro de masas VG/Fisons TofSpec equipado con un 
laser de nitrogeno (337 nm) y un tubo de direcci6n linear 
de 0.65 m. 

La secuenciacion de los peptidos resultantes se rea- 
20 lizo con secuenciadores Applied Biosystems modelos 470A 6 
477. Las secuencias resultantes aparecen en la figura 13 
coraparandolas con las secuencias obtenidas por la secuen- 
ciacion de ADNc. Las secuencias peptidicas parciales coi- 
nciden en algunos casos con alguna de las secuencias de- 
25 ducidas de los genes clonados. Bn otros casos, las se- 
cuencias no coinciden con las obtenidas por clonaci6n lo 
que indicaria que la existencia de otras isoformas o va- 
riantes no clonadas. 

Reactividad cruzada de la prof ilina de Helianthus ann uus 
30 La naturaleza alerg&iica de la prof ilina pinrificada 

fue confirmada mediante SDS-PACT Inmunoblotting . Para ello, 
se transf irieron a membranas PVDP tres calles de prof ilina 
sometida a electroforesis y se revelaron con xina mezcla de 
sueros humanos positivos a girasol, hierbas y frutos de 
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Rosaceas (manzana, pera y melocoton) . En los dos ultimos 
casos (hierbas y f rutos) , la participacion de la prof ilina 
como alergeno, ha sido apuntada y definida como causante de 
la reactividad cruzada. La fijacion de IgB a partir de los 
5 3 sueros de grupo en la banda de profilina se puede 
observar en la figura 14. 

La muestra de profilina pura (tras realizar la cro- 
matografia SMART) se empleo para obtener tin antisuero 
policlonal, con el fin de investigar las posibles reac- 

10 clones cruzadas antigenicas con diferentes extractos ale- 
rgenicos , mediante SDS-PAGE Iramnnoblotting . Primeramente, 
algunos extractos en cuya composicion se conocia la exis- 
tencia de las profilinas se incubaron con suero ant i -pro- 
filina de girasol {Fig. 15) . Como se puede observar, los 

15 cuatro extractos analizados mostraron union de IgG en la 
banda doblete localizada entre 14.4 y 20.1 kDa correspon- 
diente a la profilina. 

Finalmente, se evaluo la posible naturaleza prof ill - 
nica de las protelnas de diferentes extractos alergenicos 

20 comunes. Los resultados se muestran en la figura 16. Se 
encontraron proteinas fijadoras de IgG (lo que es indica- 
tive de su naturaleza profillnica o de un alto grado de 
homologia) en extractos de polen (Phlexun, Olea, Parietaria 
y Mercurialis) , asi como en estambres de la f lor del 

25 azafrdn y del hongo Aspergillus fumigatus. Por otro lado, 
no se observo ninguna fijacion en principio en extractos de 
epitelio de perro, acaros u hongos. 
PSOfi Y Animrr STRACION 

La presente invenci6n cubre el uso de la profilina de 

30 las plantas descritas o p€ptidos sint^ticos derivados de 
ella para tratamientos de insensibilizaci6n en mamiferos. 
El metodo de desensibilizacidn inplica la administracion 
repetida por vias parenteral (subcutanea, intravenosa o 
intramuscular) , oral , nasal o rectal del alergeno en 
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cuesti6n. Tanto la proteina como sus pgptidos pueden 
administrarse tanto solos como en combinacion con otros 
diluyentes, de acuerdo con la legislacldn vigente y los 
procedimientos galenicos al uso. Uri rango desde 1 picogramo 
5 a 10 miligramos por aplicaci6n puede ser usado. 

La presente invenci6n tambi€n cubre la utilizacion de 
profilinas recotnbinantes para cualquier uso diagn6stico "in 
vivo", tales como: Prick test, intradenno-reaccion o 
pruebas de Provocaci6n, utilizando un rango desde 1 
10 picogramo a 10 miligramos por aplicacion. Tambien cubre la 
utilizacion de profilinas recombinantes para diagnostico 
n in vitro" mediante tScnicas de: inmunoensayo, liberacidn 
de histamina y test de transformacion linfobl&stica. 
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LISTA DE SECUENCIAS 

1. I NFORMAC I 6N GENERAL: 

SOLICITANTE: 

NOMBRE: Industrial Farmacetitica y de Especialidades, 
5 S,A. 

CALLE: Alameda de Urquijo 27 
CIUDAD: Bilbao 
PROVINCIA: Vizcaya 
PAIS: Espafia 
10 C6DIGO POSTAL: 48008 

TfTULO DE LA INVENCI6N: ADN RECOMBINANTE QUE CODIFICA PA- 
RA EPfTOPOS DEL ALERGENO PROFILINA (JTIL PARA EL DIAGN6S- 
TICO Y TRATAMI ENTO DE ALERGIAS 
NtJMERO DE SECUENCIAS: 30 
15 FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR: 

TIPO DE SOPORTE: disco de 3 V 
ORDENADOR : compatible 
SISTEMA OPERATIVO: Windows 95 
SOFTWARE: Microsoft Word para Windows 95 
20 INFORMAC l6N SOBRE EL REPRESENTANTE/AGENTE: 
NOMBRE: Javier Ungria L6pez 
NOMERO DE REGISTRO: 392/1 
INFORMAC l6N SOBRE TELECOMUNICACI6N : 
TEL^FONO: 914136062 
25 FAX: 914136417 

2. Informaci6n de SEQ ID NO: 1 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 396 

(b) Tipo: Scido nucl6ico 
30 (c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Cynodon dactylon 

(b) Tejido: polen 

35 (iv) Caracteristicas: 1-396 regi6n codificante de CdPROl 
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(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 1: 

ATGTCGTGGC AGGCGTACGT GGACGACCAC CTCATGTGCG AGATOGAGGG 50 
ACATCACCTC ACCTCCGCCG CCATCATCGG CCATGAOGGC ACCGTCTGGG 100 
CTCAGAGCGC CGCCTTCCCG GCGTTCAAGC CTGAGGAGAT GCCAACATCG 150 
5 ATGAAGGACT TCGACGAGCC CGGGTTTCTT GCACCCACCG GCCTCTTCCT 200 
CGGCCCCACC AAGTACATGG TCATCCAGGG CGAGCCCGGC GCCGTCATCC 250 
GCGGAAAGAA GGGATCAGGT GGTGTCACTG TGAAGAAGAC TGGTCAGGCT 300 
CTTGTGATCG GCATCTACGA CGAGCCAATG ACCCCCGGAC AGTGCAACAT 350 
GGTGATCGAG AAGCTCGGCG ATTACCTCAT TGAACAAGGC ATGTAA 396 

10 3. Informacidn de SEQ ID NO: 2 : 

(i) Caracterlsticas de la secuencia: 

( a ) Longitud : 131 

( b ) Tipo : amino£cido 

(c) Topologia: lineal 

15 (ii) Tipo de mol6cula: p6ptido 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Cynodon dactylon 

(b) Tejido: polen 

(iv) Caracterlsticas: p6ptido CdPROl 
20 (v) Descripci6n: SEQ ID NO: 2: 

Met Ser Trp Gin Ala Tyr Val Asp Asp His Leu Met Cys Glu lie 
5 10 15 

Glu Gly His His Leu Thr Ser Ala Ala lie He Gly His Asp Gly 
25 20 25 30 

Thr Val Trp Ala Gin Ser Ala Ala Phe Pro Ala Phe Lys Pro Glu 
35 40 45 

30 Glu Met Ala Asn He Met Lys Asp Phe Asp Glu Pro Gly Phe Leu 

50 55 60 

Ala Pro Thr Gly Leu Phe Leu Gly Pro Thr Lys Tyr Met Val He 
65 70 75 

35 
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Gln Gly Glu Pro Gly Ala Val lie Arg Gly Lys Lys Gly Ser Gly 
80 85 90 

Gly Val Thr Val Lys Lys Thr Gly Gin Ala Leu Val lie Gly lie 
5 95 100 105 

Tyr Asp Glu Pro Met Thr Pro Gly Gin Cys Asn Met Val lie Glu 
110 115 120 

10 Lys Leu Gly Asp Tyr Leu lie Glu Gin Gly Met 

125 130 

4. InformaciOn de SEQ ID NO: 3 : 

15 (i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 396 

(b) Tipo: clcido nucleico 

(c) Topologla: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: ADNc a partir de ARNm 
20 (iii) Origen: 

(a) Organismo: Phleum pratense 

(b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: 1-396 regi6n codificante de PpPR03 

(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 3: 

25 ATGTCGTGGC AGACGTACGT GGACGAGCAC CTGATGTGCG AGATCGAGGG 50 
CCACCACCTC GCCTCCGCGG CCATCCTCGG CCACGACGGC ACCGTCTGGG 100 
CCCAGAGCGC CGACTTCCCC CAGTTCAAGC CTGAGGAGAT CACCGGCATC 150 
ATGAAGGATT TCGACGAGCC GGGGCACCTC GCCCCCACCG GCATGTTCGT 200 
CGCAGGTGCC AAGTACATGG TCATCCAGGG TGAACCCGGC GCGGTCATCC 250 

30 GTGGCAAGAA GGGAGCAGGA GGCATCACCA TAAAGAAGAC CGGGCAGGCG 300 
CTGGTCGTCG GCATCTACGA CGAGCCCATG ACCCCTGGGC AGTGCAACAT 350 
GGTGGTGGAG AGGCTTGGCG ACTACCTCGT TGAACAAGGC ATGTAG 396 

5. Informacion de SEQ ID NO: 4 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 
35 (a) Longitud: 131 
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(b) Tipo: aminoScido 

(c) Topologla: lineal 

(ii) Tipo de molecular p^ptido 

(iii) Origen: 

5 (a) Organismo: Phleum pratense 
(b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: p^ptido PpPR03 

(v) De3cripci6n: SEQ ID NO: 4: 

Met Ser Trp Gin Thr Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys Glu lie 
10 5 10 15 

Glu Gly His His Leu Ala Ser Ala Ala lie Leu Gly His Asp Gly 
20 25 30 

15 Thr Val Trp Ala Gin Ser Ala Asp Phe Pro Gin Phe Lys Pro Glu 

35 40 45 

Glu lie Thr Gly lie Met Lys Asp Phe Asp Glu Pro Gly His Leu 
50 55 60 

20 

Ala Pro Thr Gly Met Phe Val Ala Gly Ala Lys Tyr Met Val He 
65 70 75 

Gin Gly Glu Pro Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys Gly Ala Gly 
25 80 85 90 

Gly He Thr He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Leu Val Val Gly He 
95 100 105 

30 Tyr Asp Glu Pro Met Thr Pro Gly Gin Cys Asn Met Val Val Glu 

110 115 120 



35 



Arg Leu Gly Asp Tyr Leu Val Glu Gin Gly Met 
125 130 
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6. Informacion de SEQ ID NO: 5 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 396 

(b) Tipo: &cido nucl6ico 
5 (c) Topologla: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Phleum pratense 

(b) Tejido: polen 

10 (iv) Caracteristicas: 1-396 regi6n codificante de PpPR02 
(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 5: 

ATGTCGTGGC AGACGTACGT GGACGAGCAC CTGAT6T6C6 A6ATC6AGG6 50 
CCACCACCTC GCCTCCGCGG CCATCCTCGG CCACGACGGC ACCGTCTGGG 100 

15 CCCAGAGCGC CGACTTCCCC CAGTTCAAGC CTGAGGAGAT CACCGGCATC 150 
ATGAAGGATT TCGACGAGCC GGGGCACCTC GCCCCCACCG GCATGTTCGT 200 
CGCAGGTGCC AAGTACATGG TCATCCAGGG TGAACCCGGC GCGGTCATCC 250 
GTGGCAAGAA GGGAGCAGGA GGCATCACCA TAAAGAAGAC CGGGCAGGOG 300 
CTGGTCGTCG GCATCTATGA CGAGCCCATG ACCCCTGGGC AGTGCAACAT 350 

20 GGTGGTGGAG AGGCTTGGCG ACTACCTCGT TGAACAAGGC ATGTAG 396 

7. Informacion de SEQ ID NO: 6 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 131 

( b ) Tipo : aminos cido 
25 (c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de molficula: p6ptido 

( iii ) Origen : 

(a) Organismo: Phleum pratense 

(b) Tejido: polen 

30 (iv) Caracteristicas: peptido PpPR02 
(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 6: 

Met Ser Trp Gin Thr Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys Glu He 
5 10 15 



35 
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Glu Gly His His Leu Ala Ser Ala Ala lie Leu Gly His Asp Gly 
20 25 30 

Thr Val Trp Ala Gin Ser Ala Asp Phe Pro Gin Phe Lys Pro Glu 
5 35 40 45 

Glu lie Thr Gly lie Met Lys Asp Phe Asp Glu Pro Gly His Leu 
50 55 60 

10 Ala Pro Thr Gly Met Phe Val Ala Gly Ala Lys Tyr Met Val lie 

65 70 75 

Gin Gly Glu Pro Gly Ala Val lie Arg Gly Lys Lys Gly Ala Gly 
60 85 90 

15 

Gly He Thr He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Leu Val Val Gly He 
95 100 105 

Tyr Asp Glu Pro Met Thr Pro Gly Gin Cys Asn Met Val Val Glu 
20 110 115 120 

Arg Leu Gly Asp Tyr Leu Val Glu Gin Gly Met 
125 130 

25 8- Infonnacion de SEQ ID NO: 7 : 

(i) Caracterlsticas de la secuencia: 

(a) Longitud: 396 

(b) Tipo: £cido nucl6ico 

(c) Topologia: lineal 

30 (ii) Tipo de mol§cula: ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Parietaria judaica 

(b) Tejido: polen 

(iv) Caracterlsticas: 1-396 regidn codificante de PjPR02 
35 (v) Descripcidn: SEQ ID NO: 7: 
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ATGTCGTGGC AGGCGTACGT C6ATGACCAC CTTATGTGCG ACGTCGGCGA 50 
CGGCAATACA CTCGCTTCCG CCGCCATCAT CGGCCACGAT GGCAGCGTTT 100 
GGGCTCAGAG CGCTAACTTC CCTCAGTTGA AGCCAGAAGA GGTTACTGGA 150 
ATCATGAATG ATTTTAATGA GGGTGGATTT CTTGCCCCAA CCGGGTTGTT 200 
5 CCTTGGAGGT ACAAAGTATA TGGTGATCCA AGGGGAGTCT GGAGCCGTGA 250 
TCGGGAAGAA GGGTTCTGGA GGTGCCACTT TGAAGAAAAC TGGGCAAGCA 300 
ATTGTTATTG GCATTTACGA CGAACCAATG ACCCCAGGAC AATGCAATTT 350 
GGTAGTAGAG AGGTTGGGCG ATTACCTCCT AGAACAAGGC ATGTAG 396 

9* Informacion de SEQ ID HO: 8 : 

10 (i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 131 

( b ) Tipo : amino&cido 

(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: p6ptido 
15 (iii) Origen: 

(a) Organismo: Parietaria judaica 

(b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: p§ptido PjPR02 

(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 8: 

20 Met Ser Trp Gin Ala Tyr Val Asp Asp His Leu Met Cys Asp 
val 

5 10 15 

Gly Asp Gly Asn Thr Leu Ala Ser Ala Ala lie lie Gly His Asp 
25 20 25 30 

Gly Ser Val Trp Ala Gin Ser Ala Aan Phe Pro Gin Leu Lys Pro 
35 40 45 

30 Glu Glu Val Thr Gly He Met Asn Asp Phe Asn Glu Gly Gly Phe 

50 55 60 

Leu Ala Pro Thr Gly Leu Phe Leu Gly Gly Thr Lys Tyr Met Val 
65 70 75 

35 



WO 98/59052 



PCT/ES98/00175 



-42- 

lie Gin Gly Glu Ser Gly Ala Val lie Gly Lys Lys Gly Ser Gly 
80 85 90 

Gly Ala Thr Leu Lys Lys Thr Gly Gin Ala lie Val He Gly He 
5 95 100 105 

Tyr Asp Glu Pro Met Thr Pro Gly Gin Cys Asn Leu Val Val Glu 
110 115 120 

10 Arg Leu Gly Asp Tyr Leu Leu Glu Gin Gly Met 

125 130 

10. Informacion de SEQ ID NO: 9 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 
(a) Longitud: 399 

15 (b) Tipo: £cido nuclSico 
(c) Topologla: lineal 

(ii) Tipo de molecular ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Parietaria judaica 
20 (b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: 1-399 regi6n codificante de PjPROl 

(v) Descripcidn: SEQ ID NO: 9: 

ATGTCGTGGC AGGCGTACGT TGATGACCAC CTTATGTGCG ACGTCGGCGA 50 
CGGCAATACA CCCGCTTCCG CCGCTATCAT CGGCCATGAT GGCAGCGTTT 100 

25 GGGCTCAGAG CGCTAACTTC CCTCAGTTGA AGCCAGAAGA GGTTACTGGA 150 
ATCATGAATG ATTTTAATGA AGCTGGATTT CTTGCCCCAA CCGGGTTGTT 200 
CCTTGGAGGT ACAAAGTATA TGGTGATCCA AGGGGAGTCT GGAGCCGTGA 250 
TTCGTGGGAA GAAGGGTTCT GGAGGTGCCA CTTTGAAGAA AACTGGGCAA 300 
GCAATTGTTA TTGGCATTTA CGACGAGCCA ATGACCCCAG GACAATGCAA 350 

30 TTTGGTAGTA .GAGAGGTTGG GCGATTACCT TCTCGAACAG GGCCTGTAG 399 

11. Informacion de SEQ ID NO: 10 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 132 

( b ) Tipo : aminos cido 
35 (c) Topologia: lineal 
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(ii) Tipo de mol6cula: p6ptido 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Parietaria judaica 

(b) Tejido: polen 

5 (iv) Caracterlsticas : pSptido PjPROl 
(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 10: 

Met Ser Trp Gin Ala Tyr Val Asp Asp His Leu Met Cys Asp Val 
5 10 15 

10 Gly Asp Gly Asn Thr Pro Ala Ser Ala Ala lie lie Gly His Asp 

20 25 30 

Gly Ser Val Trp Ala Gin Ser Ala Asn Phe Pro Gin Leu Lys Pro 
35 40 45 

15 

Glu Glu Val Thr Gly He Met Asn Asp Phe Asn Glu Ala Gly Phe 
50 55 60 

Leu Ala Pro Thr Gly Leu Phe Leu Gly Gly Thr Lys Tyr Met Val 
20 65 70 75 

He Gin Gly Glu Ser Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys Gly Ser 
80 85 90 

25 Gly Gly Ala Thr Leu Lys Lys Thr Gly Gin Ala He Val He Gly 

95 100 105 

He Tyr Asp Glu Pro Met Thr Pro Gly Gin Cys Asn Leu Val Val 
110 115 120 

30 

Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu Leu Glu Gin Gly Leu 

125 130 
12. Informaci6n de SEQ ID NO: 11 : 

(i) Caracterlsticas de la secuencia: 
35 (a) Longitud: 405 
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(b) Tipo: 6cido nucleico 

(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol§cula: ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

5 (a) Organismo: Olea europaea 
(b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: 1-405 regi6n codificante de OePROl 

(v) Descripcidn: SEQ ID NO: 11: 

ATGTCGTGGC AGGCGTACGT TGATGATCAT TTGATGTGTG ACATTGAGGG 50 
10 CCATGAAGAC CACCGCCTCA CCGCAGCTGC CATCGTCGGC CATGACGGTT 100 
CTGTTTGGGC TCAGAGCGCT ACCTTCCCTC AGTTCAAGCC AGAGGAGATG 150 
AATGGAATTA TGACAGATTT CAATGAACCT GGTCATCTGG CACCAACAGG 200 
CCTACATCTT GGAGGAACAA AGTATATGGT GATTCAAGGA GAGGCTGGAG 250 
CTGTCATCCG TGGAAAGAAG GGATCTGGTG GTATTACCAT TAAGAAGACT 300 
15 GGCCAAGCAC TAGTTTTTGG TATCTACGAG GAGCCTGTAA CTCCAGGACA 350 
ATGCAACATG GTTGTCGAGA G G TTGGGAG A CTACCTGGTC GAACAAGGCA 400 
TGTAA 405 

13. In£ormaci6n de SEQ ID NO: 12 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 
20 (a) Longitud: 134 

(b) Tipo: amino^cido 

(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: p£ptido 

(iii) Origen: 

25 (a) Organismo: Olea europaea 
(b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: peptido OePROl 

(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 12: 

Met Ser Trp Gin Ala Tyr Val Asp Asp His Leu Met Cys Asp lie 
30 5 10 15 

Glu Gly His Glu Asp His Arg Leu Thr Ala Ala Ala He Val Gly 
20 25 30 



35 
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His Asp Gly Ser Val Trp Ala Gin Ser Ala Thr Phe Pro Gin Phe 
35 40 45 

Lys Pro Glu Glu Met Asn Gly He Met Thr Asp Phe Asn Glu Pro 
5 50 55 60 

Gly His Leu Ala Pro Thr Gly Leu His Leu Gly Gly Thr Lys Tyr 
65 70 75 

10 Met Val He Gin Gly Glu Ala Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys 

80 85 90 

Gly Ser Gly Gly He Thr He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Leu Val 
95 100 105 

15 

Phe Gly He Tyr Glu Glu Pro Val Thr Pro Gly Gin Cys Asn Met 
110 115 120 

Val Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu Val Glu Gin Gly Met 
20 125 130 

14. Informacidn de SEQ ID NO: 13 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 405 

(b) Tipo: dcido nucl^ico 
25 (c) Topologla: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Olea europaea 

(b) Tejido: polen 

30 (iv) Caracteristicas: 1-405 region codificante de 0ePR02 
(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 13: 

ATGTCGTGGC AGGCGTACGT TGATGATCAT TTGATGTGTG ACATTGAGGG 50 
CCATGAAGGC CACCGCCTCA CCGCAGCTGC CATCGTCGGC CATGACGGTT 100 
CTGTTTGGGC TCAGAGCGCT ACCTTCCCTC AGTTCAAGCC AGAGGAGATG 150 
35 AATGGAATTA TGACAGATTT CAATGAACCT GGTCATCTGG CACCAACAGG 200 
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CCTACATCTT GGAGGAACAA AGTATATGGT GATTCAAGGA GAGGCTGGAG 250 
CCGTCATCCG TGGAAAGAAG GGATCTGGTG GTATTACCAT TAAGAAGACT 300 
GGCCAAGCAC TAGTTTTTGG TATCTACGAG GAGCCTGTAA CTCCAGGACA 350 
ATGCAACATG GTTGTCGAGA GGTTGGGAGA CTACCTGCTT GAACAAGGCC 400 
5 TGTAA 405 

15. Informacion de SEQ ID NO: 14 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 134 

(b) Tipo: amino&cido 
10 (c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de molScula: p6ptido 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Olea europaea 

(b) Tejido: polen 

15 (iv) Caracteristicas: pSptido OePR02 
(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 14: 

Met Ser Trp Gin Ala Tyr Val Asp Asp His Leu Met Cys Asp lie 
5 10 15 

20 Glu Gly His Glu Gly His Arg Leu Thr Ala Ala Ala He Val Gly 

20 25 30 

His Asp Gly Ser Val Trp Ala Gin Ser Ala Thr Phe Pro Gin Phe 
35 40 45 

25 

Lys Pro Glu Glu Met Asn Gly He Met Thr Asp Phe Asn Glu Pro 
50 55 60 

Gly His Leu Ala Pro Thr Gly Leu His Leu Gly Gly Thr Lys Tyr 
30 65 70 75 

Met Val He Gin Gly Glu Ala Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys 
80 85 90 



35 
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Gly Ser Gly Gly lie Thr lie Lys Lys Thr Gly Gin Ala Leu Val 
95 100 105 

Phe Gly He Tyr Glu Glu Pro Val Thr Pro Gly Gin Cys Asn Met 
5 110 115 120 

Val Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu Leu Glu Gin Gly Leu 
125 130 

16. Informacidn de SEQ ID NO: 15 : 
10 (i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 405 

(b) Tipo: dcido nucl§ico 

(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: ADNc a partir de ARNm 
15 (iii) Origen: 

(a) Organismo: Olea europaea 

(b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: 1-405 regidn codificante de 0ePR03 

(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 15: 

20 ATGTCGTGGC AGGCGTACGT TGATGATCAT TTGATGTGTG ACATTGAGGG 50 
CCATGAAGGC CACCGCCTCA CCGCAGCTGC CATCGTCGGC CATGACGGTT 100 
CTGTTTGGGC TCAGAGCGCT ACCTTCCCTC AGTTCAAGCC AGAGGAGATG 150 
AATGGAATTA TGACAGATTT CAATGAACCT GGTCATCTGG CACCAACAGG 200 
CCTACATCTT GGAGGAACAA AGTATATGGT GATTCAAGGA GAGGCTGGAG 250 

25 CTGTCATCCG TGGAAAGAAG GGATCTGGTG GTATTACCAT TAAGAAGACT 300 
GGCCAAGCAC TAGTTTTTGG TATCTACGAG GAGCCTGTAA CTCCAGGACA 350 
ATGCAACATG GTTGCCGAGA GGTTGGGAGA CTACCTGCTA GAACAAGGCC 400 
TGTAG 405 

17. Informacidn de SEQ ID NO: 16 : 

30 (i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 134 

(b) Tipo: aminoacido 

(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: p6ptido 
35 (iii) Origen: 
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(a) Organismo: Olea europaea 

(b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas : p^ptido OePR03 

(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 16: 

5 Met Ser Trp Gin Ala Tyr Val Asp Asp His Leu Met Cys Asp lie 

5 10 15 

Glu Gly His Glu Gly His Arg Leu Thr Ala Ala Ala lie Val Gly 
20 25 30 

10 

His Asp Gly Ser Val Trp Ala Gin Ser Ala Thr Phe Pro Gin Phe 
35 40 45 

Lys Pro Glu Glu Met Asn Gly He Met Thr Asp Phe Asn Glu Pro 
15 50 55 60 

Gly His Leu Ala Pro Thr Gly Leu His Leu Gly Gly Thr Lys Tyr 
65 70 75 

20 Met Val He Gin Gly Glu Ala Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys 

80 85 90 

Gly Ser Gly Gly He Thr He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Leu Val 
95 100 105 

25 

Phe Gly He Tyr Glu Glu Pro Val Thr Pro Gly Gin Cys Asn Met 
110 115 120 

Val Ala Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu Leu Glu Gin Gly Leu 
30 125 130 

18. Information de SEQ ID NO: 17 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 402 

35 (b) Tipo: ficido nucl£ico 
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(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Helianthus annuus 
5 (b) Tejido: polen 

(iv) Caracterlsticas: 1-402 regidn codificante de HaPROl 

(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 17: 

ATGTCGTGGC AGGCGTACGT CGATGAACAC TTGATGTGCG ACATTGAAGG 50 
TACTGGCCAG CATCTCACAT CTGCCG CTAT TCTCGGTCTC GAOGGTACTG 100 

10 TTTGGGCTCA GAGCGCTAAG TTTCCACAGT TTAAACCTGA GGAGATGAAA 150 
GGCATCATTA AGGAATTCGA CGAAGCTGGT ACTCTTGCTC CAACAGGTAT 200 
GTTCATCGCG GGTGCAAAAT ATATGGTACT CCAAGGAGAG CCTGGAGCTG 250 
TTATCCGTGG AAAGAAGGGA GCTGGAGGAA TATGCATCAA GAAAACGGGC 300 
CAAGCTATGA TTATGGGAAT TTACGACGAG CCCGTTGCTC CTGGACAATG 350 

15 CAACATGGTT GTTGAGAGGC TTGGCGATTA CCTCCTCGAA CAAGGCATGT 400 
AA 402 

19. Informacion de SEQ ID NO: 18 : 

(i) Caracterlsticas de la secuencia: 
20 (a) Longitud: 133 

(b) Tipo: amino£cido 

(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: p£ptido 

(iii) Origen: 

25 (a) Organismo: Helianthus annuus 
(b) Tejido: polen 

(iv) Caracterlsticas: p6ptido HaPROl 

(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 18: 

Met Ser Trp Gin Ala Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys Asp lie 

-30 5 10 15 

Glu Gly Thr Gly Gin His Leu Thr Ser Ala Ala lie Leu Gly Leu 
20 25 30 



35 
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Aap Gly Thr Val Trp Ala Gin Ser Ala Lys Phe Pro Gin Phe Lys 
35 40 45 

Pro Glu Glu Met Lys Gly lie lie Lys Glu Phe Asp Glu Ala Gly 
5 50 55 60 

Thr Leu Ala Pro Thr Gly Met Phe lie Ala Gly Ala Lys Tyr Met 
65 70 75 

10 Val Leu Gin Gly Glu Pro Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys Gly 

80 85 90 

Ala Gly Gly He Cys He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Met He Met 

95 100 105 

15 

Gly He Tyr Asp Glu Pro Val Ala Pro Gly Gin Cys Asn Met Val 

110 115 120 

Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu Leu Glu Gin Gly Met 
20 125 130 

20. Informacion de SEQ ID NO: 19 : 

(i) Caracterlsticas de la secuencia: 

( a ) Long it ud : 402 

(b) Tipo: dcido nucl6ico 
25 (c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Helianthus annuus 

(b) Tejido: polen 

30 (iv) Caracterlsticas: 1-402 regi6n codificante de HaPR02 
(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 19: 

ATGTCGTGGC AGGCGTACGT CGATGAACAC TTGATGTGCG ACATTGAAGG 50 
TACTGGCCAG CATCTCACAT CTGCCGCTAT TCTCGGTCTC GACGGTACTG 100 
TTTGGGCTCA GAGCGCTAAG TTTCCACAGT TCAAACCCGA GGAGATGAAA 150 
35 GGCATCATTA AGGAATTCGA CGAAGCTGGT ACTCTTGCTC CAACAGGTAT 200 



WO9g/59052 



PCT/ES98/00175 



-51- 

GTTCATCGCG GGTGCAAAAT ATATGGTACT CCAAGGAGAG CCCGGAGCTG 250 
TTATCCGTGG AAAGAAGGGA GCTGGAGGAA TATGCATCAA GAAAACGGGC 300 
CAAGCTATGA TTATGGGAAT TTACGACGAG CCCGTTGCTC CTGGACAATG 350 
CAACATGGTT GTTGAGAGGC TTGGCGATTA CCTGCTCGAA CAAGGCATGT 400 
5 AA 402 

21. Informacion de SEQ ID NO: 20 : 

(i) Caracterlsticas de la secuencia: 

(a) Longitud: 133 

(b) Tipo: aminoScido 
10 (c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: p6ptido 

(iii) Origen: 

(a) Organismo:Helianthus annuus 

(b) Tejido: polen 

15 (iv) Caracterlsticas: pgptido HaPR02 
(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 20: 

Met Ser Trp Gin Ala Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys Asp 
He 

5 10 15 

20 

Glu Gly Thr Gly Gin His Leu Thr Ser Ala Ala He Leu Gly Leu 
20 25 30 

Asp Gly Thr Val Trp Ala Gin Ser Ala Lys Phe Pro Gin Phe Lys 
25 35 40 45 

Pro Glu Glu Met Lys Gly He He Lys Glu Phe Asp Glu Ala Gly 
50 55 60 

30 Thr Leu Ala Pro Thr Gly Met Phe He Ala Gly Ala Lys Tyr Met 

65 70 75 

Val Leu Gin Gly Glu Pro Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys Gly 
80 85 90 

35 
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Ala Gly Gly lie Cys lie Lys Lys Thr Gly Gin Ala Met lie Met 
95 100 105 

Gly lie Tyr Asp Glu Pro Val Ala Pro Gly Gin Cys Asn Met Val 
5 110 115 120 

Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu Leu Glu Gin Gly Met 
125 130 

22. Informacion de SEQ ID NO: 21 : 
10 (i) Caracterlsticas de la secuencia: 

(a) Longitud: 390 

(b) Tipo: Scido nuclSico 

(c) Topologla: lineal 

(ii) Tipo de molficula: ADNc a partir de ARNm 
15 (iii) Origen: 

(a) Organismo: Helianthus annuus 

(b) Tejido: polen 

(iv) Caracterlsticas: 1-390 parte de la regi6n codifican- 
te de HaPR03 
20 (v) Descripcidn: SEQ ID NO: 21: 

ATGTCGTGGC AGACGTACGT CGATGAACAC TTGATGTGCG ACATTGAAGG 50 
TACTGGCCAG CATCTCACAT CTGCCGCTAT TCTCGGTCTC GACGGTACTG 100 
TTTGGGCTCA GAGCGCTAAG TTTCCACAGT TTAAACCTGA GGAGATGAAA 150 
GGCATCATTA AGGGATTCGA CGAAGCTGGT ACTCTTGCTC CAACAGGTAT 200 
25 GTTTATCGCG GGTGCAAAAT ATATGGTACT CCAAGGAGAG CCTGGAGCTG 250 
TTATCCGTGG AAAGAAGGGA GCTGGAGGAA TATGCATCAA GAAAACGGGC 300 
CAAGCTATGA TTATGGGAAT TTACGACGAG CCCGTTGCTC CTGGACAATG 350 
CAACATGGTT GTTGAGAGGC TCGGTGACTA CCTCTAATGA 390 

23. Informaci6n de SEQ ID NO: 22 : 

30 (i) Caracterlsticas de la secuencia: 

(a) Longitud: 128 

( b ) Tipo : aminoScido 

(c) Topologla: lineal 

(ii) Tipo de mol£cula: peptido 
35 (iii) Origen: 
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(a) OrganismorHelianthus annuus 

(b) Tejido: polen 

(iv) Caracterlsticas : secuencia parcial del p§ptido Ha- 
PR03 

5 (v) Descripci6n: SEQ ID NO: 22: 

Met Ser Trp Gin Thr Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys Asp lie 
5 10 15 

Glu Gly Thr Gly Gin His Leu Thr Ser Ala Ala lie Leu Gly Leu 
10 20 25 30 

Asp Gly Thr Val Trp Ala Gin Ser Ala Lys Phe Pro Gin Phe Lys 
35 40 45 

15 Pro Glu Glu Met Lys Gly lie lie Lys Gly Phe Asp Glu Ala Gly 

50 55 60 

Thr Leu Ala Pro Thr Gly Met Phe lie Ala Gly Ala Lys Tyr Met 
65 70 75 

20 

Val Leu Gin Gly Glu Pro Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys Gly 
80 85 90 

Ala Gly Gly He Cys He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Met lie Met 
25 95 100 105 

Gly He Tyr Asp Glu Pro Val Ala Pro Gly Gin Cys Asn Met Val 
110 115 120 

30 Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu 

125 

24. Informacion de SEQ ID NO: 23 : 

(i) Caracterlsticas de la secuencia: 
(a) Longitud: 390 
35 (b) Tipo: cicido nucl6ico 
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(c) Topologla: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Helianthus annuus 
5 (b) Tejido: polen 

(iv) Caracterlsticas : 1-390 parte de la regi6n codifican- 
te de HaPR04 

(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 23: 

ATGTCGTGGC AGACGTACGT CGATGAACAC TTGATGTGCG ACATTGAAGG 50 
10 TACTGGCCAC CATCTCACAT CTGCCGCTAT TCTCGGTCTC GACGGTACTG 100 
TTTGGGCTCA GAGCGCTAAG TTTCCACAGT TTAAACCTGA GGAGATGAAA 150 
GG CATC ATT A AGGAATTCGA CGAAGCTGGT ACTCTTGCTC CAACAGGTAT 200 
GTTCATCGCG GGTGCAAAAT ATATGGTACT CCAAGGAGAG CCTGGAGCTG 250 
TTATCCGTGG AAAGAAGGGA GCTGGAGGAA TATGCATCAA GAAAACGGGC 300 
15 CAAGCTATGA TTATGGGAAT TTACGACGAG CCCGTTGCTC CTGGACAATG 350 
CAACATGGTT GTTGAGAGGC TOGGTGACTA CCTCTAATGA 390 

25. Informaci6n de SEQ ID NO: 24 : 

(i) Caracterlsticas de la secuencia: 
(a) Longitud: 128 

20 (b) Tipo: amino&cido 
(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol6cula: p6ptido 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Helianthus annuus 
25 (b) Tejido: polen 

(iv) Caracterlsticas: secuencia parcial del peptido Ha- 
PR04 

(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 24: 

Met Ser Trp Gin Thr Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys Asp lie 
30 5 10 15 

Glu Gly Thr Gly His His Leu Thr Ser Ala Ala He Leu Gly Leu 
20 25 30 



35 



WO 98/59052 



PCT/ES98/00175 



-55- 

Asp Gly Thr Val Trp Ala Gin Ser Ala Lys Phe Pro Gin Phe Lys 
35 40 45 

Pro Glu Glu Met Lys Gly lie lie Lys Glu Phe Asp Glu Ala Gly 
5 50 55 60 

Thr Leu Ala Pro Thr Gly Met Phe He Ala Gly Ala Lys Tyr Met 
65 70 75 

10 Val Leu Gin Gly Glu Pro Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys Gly 

80 85 90 

Ala Gly Gly He Cys He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Met He Met 
95 100 105 

15 

Gly He Tyr Asp Glu Pro Val Ala Pro Gly Gin Cys Asn Met Val 
110 115 120 

Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu 
20 125 

26. Informaci6n de SEQ ID NO: 25 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 390 

(b) Tipo: &cido nucl6ico 
25 (c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mo!6cula: ADNc a partir de ARNm 

( iii ) Origen : 

(a) Organismo: Helianthus annuus 

( b ) Te j ido : po len 

30 (iv) Caracteristicas: 1-390 parte de la regidn codifican- 
te de HaPROS 

(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 25: 

ATGTCGTGGC AGACGTACGT CGATGAACAC TTGATGTGCG ACATTGAAGG 50 
TACTGGCCAG CATCTCACAC CTGCCGCTAT TCTCGGTCTC GACGGTACTG 100 
35 TATGGGCTCA GAGCGCTAAG TTTCCACAGT TTAAACCTGA GGAGATGAAA 150 
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GGCATCATTA AGGAATTCGA CGAAGCTGGT ACTCTTGCTC CAACAGGTAT 200 
GTTCATCGCG GGTGCAAAAT ATATGGTACT CCAAGGAGAG CCTGGAGCTG 250 
TTATCCGTGG AAAGAAGGGA GCTGGAGGAA TATGCATCAA GAAAACGGGC 300 
CAAGCTATGA TTATGGGAAT TTACGACGAG CCCGTTGCTC CTGGACAATG 350 
5 CAACATGGTT GTTGAGAGGC TCGGTGACTA CCTCTAATGA 390 

27. Informacion de SEQ ID NO: 26 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 128 

(b) Tipo: amino&cido 
10 (c) Topologla: lineal 

(ii) Tipo de molecular p6ptido 

(iii) Origen: 

(a) Organismo:Helianthus annuus 

(b) Tejido: polen 

15 (iv) Caracteristicas: secuencia parcial del p^ptido Ha- 
PR05 

(v) Descripcion: SEQ ID NO: 26: 

Met Ser Trp Gin Thr Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys Asp lie 
5 10 15 

20 

Glu Gly Thr Gly Gin His Leu Thr Pro Ala Ala lie Leu Gly Leu 
20 25 30 

Asp Gly Thr Val Trp Ala Gin Ser Ala Lys Phe Pro Gin Phe Lys 
25 35 40 45 

Pro Glu Glu Met Lys Gly lie He Lys Glu Phe Asp Glu Ala Gly 
50 55 60 

30 Thr Leu Ala Pro Thr Gly Met Phe He Ala Gly Ala Lys Tyr Met 

65 70 75 

Val Leu Gin Gly Glu Pro Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys Gly 
80 85 90 



WO 98/59052 



PCT/ES98/00175 



-57- 

Ala Gly Gly He Cys He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Met He Met 
95 100 105 

Gly He Tyr Asp Glu Pro Val Ala Pro Gly Gin Cys Asn Met Val 
5 110 115 120 

Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu 
125 

28. Informacion de SEQ ID NO: 27 : 

10 (i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 390 

(b) Tipo: Scido nucl^ico 

(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol§cula: ADNc a partir de ARNm 
15 (iii) Origen: 

(a) Organismo: Helianthus annuus 

(b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: 1-390 parte de la regi6n codifican- 
te de HaPR06 
20 (v) Descripci6n: SEQ ID NO: 27: 

ATGTCGTGGC AGACGTACGT CGATGAACAC TTGATGTGCG ACATTGAAGG 50 
TACTGGCCAG CATCTCACAT CTGCCGCTAT TCTCGGTCTC GACGGTACTG 100 
TTTGGGCTCA GAGCGCTAAG TTTCCACAGT TTAAACCTGA GGAGATGAAA 150 
GGCATCATTA AGGAATTCGA CGAAGCTGGT ACTCTTGCTC CAACAGGTAT 200 
25 GTTCATCGCG GGTGCAAAAT ATATGGTACT CCAAGGAGAG CCTGGAGCTG 250 
TTATCCGTGG AAAGAAGGGA GCTGGAGGAA TATGCATCAA GAAAACGGGC 300 
CAAGCTATGA TTATGGGAAT TTACGACGAG CCCGTTGCTC CTGGACAATG 350 
CAACATTGTT GTTGAGAGGC TCGGTGACTA CCTCTAATGA 390 

29. Informacidn de SEQ ID NO: 28 : 

30 (i) Caracteristicas de la secuencia: 

(a) Longitud: 128 

(b) Tipo: aminocicido 

(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol^cula: p^ptido 
35 (iii) Origen: 
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(a) Organismo:Helianthus annuus 

(b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas : secuencia parcial del peptide* Ha- 
PR06 

5 (v) Descripcidn: SEQ ID NO: 28: 

Met Ser Trp Gin Thr Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys Asp He 
5 10 15 

Glu Gly Thr Gly Gin His Leu Thr Ser Ala Ala He Leu Gly Leu 
10 20 25 30 

Asp Gly Thr Val Trp Ala Gin Ser Ala Lys Phe Pro Gin Phe Lys 
35 40 45 

15 Pro Glu Glu Met Lys Gly He He Lys Glu Phe Asp Glu Ala Gly 

50 55 60 

Thr Leu Ala Pro Thr Gly Met Phe He Ala Gly Ala Lys Tyr Met 
65 70 75 

20 

Val Leu Gin Gly Glu Pro Gly Ala Val He Arg Gly Lys Lys Gly 
80 85 90 

Ala Gly Gly He Cys He Lys Lys Thr Gly Gin Ala Met He Met 
25 95 100 105 

Gly He Tyr Asp Glu Pro Val Ala Pro Gly Gin Cys Asn He Val 
110 115 120 

30 Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu 

125 

30. Informaci6n de SEQ ID NO: 29 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 
(a) Longitud: 420 
35 (b) Tipo: £cido nucl^ico 
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(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de molScula: ADNc a partir de ARNm 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Mercurialis annua 
5 (b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: 1-420 regi6n codificante de MaPROl 

(v) Descripcidn: SEQ ID NO: 29: 

ATGTCGTGGC AGACGTACGT CGACGACCAT TTGATGTGCG ACATTGATG 3 50 
ACAAGGCCAG CATCTCGCCG CTGCTTCCAT TGTTGGCCAC GACGGTAGCA 100 

10 TTTGGGCTCA GAGCGCCTCT TTTCCTCAGT TGAAACCAGA GGAGATCACC 150 
GGCATTATGA AGGATTTTGA TGAGCCAGGT CATCTTGCTC CTACAGGCTT 200 
GTACATTGCA GGCACAAAAT ATATGGTTAT CCAGGGCGAA AGTGGCGCTG 250 
TAATCCGTGG AAAGAAGGGA TCGGGAGGGA TCACTATAAA GAAAACTGGC 300 
CAAGCTCTTG TGTTCGGAAT CTACGAGGAG CCGGTAACTC CGGGACAGTG 350 

15 CAACATGGTG GTTGAGAGGC TCGGTGACTA CCTCATAGAA CAAGGCATGT 400 
AA 402 

31. Informacion de SEQ ID NO: 30 : 

(i) Caracteristicas de la secuencia: 
(a) Longitud: 133 

20 (b) Tipo: amino£cido 
(c) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de mol§cula: p§ptido 

(iii) Origen: 

(a) Organismo: Mercurialis annua 
25 (b) Tejido: polen 

(iv) Caracteristicas: secuencia parcial del pSptido Ma- 
PROl 

(v) Descripci6n: SEQ ID NO: 30: 

Met Ser Trp Gin Thr Tyr Val Asp Asp His Leu Met Cys Asp lie 
30 5 10 15 

Asp Gly Gin Gly Gin His Leu Ala Ala Ala Ser He Val Gly His 
20 25 30 



35 
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Asp Gly Ser lie Trp Ala Gin Ser Ala Ser Phe Pro Gin Leu Lys 
35 40 45 

Pro Glu Glu lie Thr Gly lie Met Lys Asp Phe Asp Glu Pro Gly 
5 50 55 60 

His Leu Ala Pro Thr Gly Leu Tyr lie Ala Gly Thr Lys Tyr Met 
65 70 75 

10 Val lie Gin Gly Glu Ser Gly Ala Val lie Arg Gly Lys Lys Gly 

80 85 90 

Ser Gly Gly lie Thr lie Lys Lys Thr Gly Gin Ala Leu Val Phe 
95 100 105 

15 

Gly lie Tyr Glu Glu Pro Val Thr Pro Gly Gin Cys Asn Met Val 
110 115 120 



Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu lie Glu Gin Gly Met 
20 125 130 
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REIVINDICACIOKgg 

1. Moleculas de ADN recombinante caracterizadas porque 
codifican para un polipgptido que tiene al menos un epi- 
tope) del al6rgeno profilina, de plantas seleccionadas del 

5 grupo formado por Cynodon dactylon, Phleum pratense, Pa- 
rietaria judaica, Helianthus annuus, Olea europaea y Mer- 
curialis annua. 

2. Mol6cula de ADN recombinante segun la reivindicaci6n 
l t caracterizada por ser un fragment© de 396 nucle6tidos 

10 de ADNc proveniente de ARNm de Cynodon dactylon con la 
SEQ ID NO:l. 

3. Molecula de ADN recombinante segtin la reivindicacidn 
1, caracterizada por ser un fragmento de 396 nucle6tidos 
de ADNc PpPR03 proveniente de ARNm de Phleum pratense con 

15 la SEQ ID NO: 3. 

4. Molecula de ADN recombinante segun la reivindaci6n 1, 
caracterizada por ser un fragmento de 399 nucle6tidos de 
ADNc PjPROl proveniente de ARNm de Parietarla judaica con 
la SEQ ID NO: 9. 

20 5. Mol£cula de ADN recombinante segun la reivindicaci6n 
1, caracterizada por ser un fragmento de 405 nucledtidos 
de ADNc OePROl proveniente de ARNm de Olea europaea con 
la SEQ ID NO: 11. 

6. Mol6cula de ADN recombinante segtin la reivindicacidn 
25 1, caracterizada por ser un fragmento de 402 nucle6tidos 

de ADNc HaPR02 proveniente de ARNm de Helianthus annuus 
con la SEQ ID NO: 19. 

7. Mol6cula de ADN recombinante segun la reivindicaci6n 
1, caracterizada por ser un fragmento de 402 nucledtidos 

30 de ADNc MaPROl proveniente de ARNm de Mercurialis annua 
con la SEQ ID NO: 29. 

8. Moleculas polipeptidicas de al6rgenos profilinicos re- 
combinantes utiles para el diagn6stico y tratamiento con- 
vencional de alergias polinicas, caracterizadas porque 

35 contienen al menos un epitopo del alSrgeno profilina de 
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plantas seleccionadas del grupo formado por Cynodon dac- 
tylon, Phleum pratense, Parietaria judaica, Helianthus 
annuus, Olea europaea y Mercuralis annua. 

9. Mol6cula polipeptldica recombinante, segtin la reivin- 
5 dicacidn 16, caracterizada por ser unfragmento de 132 

amino£cidos proveniente de la SEQ ID NO: 1 de Cynodon 
dactylon, correspondiente a la SEQ ID NO: 2. 

10. Mol6cula polipeptldica recombinante, segtin la reivin- 
dicacion 16, caracterizada por ser un fragmento de 131 

10 aminoScidos proveniente de la traducci6n de la SEQ ID NO: 
3 (ADNc PpPR03) de Phleum pratense, correspondiente a la 
SEQ ID NO: 4. 

11. Mol6cula polipeptldica recombinante, segtin la rei- 
vindicaci6n 16, caracterizada por ser un fragmento de 132 

15 aminodcidos proveniente de la traducci6n de la SEQ ID NO: 
9 (ADNc PjPROl) de Parietaria judaica, correspondiente a 
la SEQ ID NO: 10. 

12. MolGcula polilpeptidica recombinante, segtin la rei- 
vindicaci6n 16, caracterizada por ser un fragmento de 134 

20 aminodcidos proveniente de la traducci6n de la SEQ ID NO: 
11 (ADNc OePROl) de Olea europaea, correspondiente a la 
SEQ ID NO: 12. 

13. Mol6cula polipeptldica recombinante, segtin la reivin- 
dicaci6n 16, caracterizada por ser un fragmento de 133 

25 aminoAcidos proveniente de la traduccidn de la SEQ ID NO: 
19 (ADNc HaPR02) de Helianthus annuus, correspondiente a 
la SEQ ID NO: 20. 

14. Mol£cula polipeptldica recombinante, segtin la reivin- 
dicaci6n 16, caracterizada por ser un fragmento de 134 

30 amino&cidos proveniente de la traducci6n de la SEQ ID NO: 
29 (ADNc MaPROl) de Mercurialis annua, correspondiente a 
la SEQ ID NO: 30. 

15. Un vehlculo microbiano de expresi6n en un organismo 
hospedador transformado que sea autorreplicable y sirva 

35 para expresar el ADN de las reivindicaciones 1 a 7 para 
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producir los polipSptidos indicados en las reivindicacio- 
nes 8 a 14. 

16. Un organismo hospedador, tanto eucariota como proca- 
riota, transformado con el vehiculo de expresi6n capaz, 

5 en dicho organismo, de autorreplicable y sirva para ex- 
presar el ADN de las reivindicaciones 1 a 7 para producir 
los polip^ptidos indicados en la reivindicaciones 8 a 14. 

17. Un organismo hospedador segtin la reivindicaci6n 16, 
que puede ser Escherichia coli. 

10 18. Un m6todo para producir un polip6ptido que contenga 
al menos un epitopo de los alSrgenos prof ilinicos, que 
implique el cultivo del organismo hospedador conteniendo 
el vehiculo de expresi6n microbiano, que en el organismo 
mencionado se autorreplique y sirva para expresar el ADN 

15 de las reivindicaciones 1 a 7. 

19. Un preparado que contenga un polip6ptido con al menos 
un epitopo de los al^rgenos prof ilinicos mencionados y 
producido por el m§todo segun la reivindicaci6n 18. 

20. Un preparado que contenga un polip^ptido con al menos 
20 un epitopo de los alergenos profilinicos mencionados y 

producido por slntesis quimica segun las secuencias SEQ 
ID Nos: 2, 4, 10, 12, 20 y 30. 

21. Aplicaci6n de las mol6culas recombinantes de las rei- 
vindicaciones 1 a 14 para el diagn6stico in vitro de 

25 alergias. 

22 . Aplicaci6n de las mol§culas recombinantes de las rei- 
vindicaciones 1 a 14 para la producci6n de vacunas desti- 
nadas al tratamiento convencional de alergias. 

23. Aplicaci6n de las mol6culas recombinantes de las rei- 
30 vindicaciones 1 a 14, para la producci6n de p6ptidos que 

constituyen epitopos de c61ulas T capaces de actuar como 
vacunas con actividad anergizante (supresora de la res- 
puesta Th2) . 

24. Aplicaci6n de las mol§culas recombinantes de las rei- 
35 vindicaciones 1 a 14, para la producci6n de isoformas re- 
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